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RESUMEN

El receptor sensor de calcio (CaSR) es un receptor acoplado a proteinas G (GPCR) que
fisioldgicamente regula la homeostasis del calcio y la secrecion de hormonas, citocinas y factores de
crecimiento. Este GPCR se acopla a tres grupos principales de proteinas G heterotriméricas: Gy,
Gino Y G1213y en casos como en el cancer activa a Gs. Ademas, existe evidencia que el CaSR es capaz
de activar la via de PI3K-AKT-mTOR a través del heterodimero By. Se ha descrito que mutaciones en
las asas intracelulares producen una alteracion en el acoplamiento con las proteinas G
heterotriméricas repercutiendo en la sefializacion, sin embargo, existen pocos reportes sobre la
participacion de la primera asa intracelular con el acople de las proteinas G y su efecto en la
sefializacion. Resultados preliminares demuestran que la mutante CaSRne3ok encontrada en cancer
de mama posee un switch en el acoplamiento de las proteinas Ga. Por lo que, en este trabajo decidimos
caracterizar el efecto de la mutacién CaSRnesok, ubicada en la primera asa intracelular en la via de
sefializacion de GRy-PI3K-AKT-mTOR, ya que alguna alteracion de la via podria repercutir en la secrecion
de factores quimiotacticos. Los resultados obtenidos muestran que la mutante CaSRne3ok tiene una
capacidad disminuida, respecto al CaSR silvestre, para promover la sefializacidn de la via Ggy-PI3K-
AKT-mTOR en respuesta a calcio extracelular y el calcimimético R-568. Ademas, esto se correlaciond
con un menor efecto en la secrecién de factores quimiotacticos, detectados en medios condicionados,
especificamente, la interleucina 8 (IL-8) y la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (CCL2/MCP-1),
que fueron identificadas mediante citometria de flujo. Nuestros resultados permiten sugerir que la
mutante CaSRnessk localizada en la primera asa intracelular produce un efecto inactivante en la via de
sefializacion Gp,-PI3K-AKT-mTOR afectando en la secreciéon de factores quimiotacticos, lo que
también sugiere que la primera asa intracelular podria estar participando en el acople con las proteinas

G heterotriméricas.



ABSTRACT

The calcium-sensing receptor (CaSR) is a receptor coupled to G proteins (GPCR), physiologically
regulates calcium homeostasis and the secretion of hormones, cytokines and growth factors. This
GPCR binds to three major groups of heterotrimeric G proteins: Gg/11, Gi/o and G12/13 and in cases
such as cancer active at Gs. In addition, there is evidence that CaSR is capable of activating the PI3K-
AKT-mTOR pathway through the By heterodimer. It has been described that mutations in intracellular
cells produce an alteration in the coupling with heterotrimeric G proteins having an impact on signaling,
however, there are few reports on the participation of the former as intracellular with the G protein
vessel and its effect in signaling. Preliminary results that the mutant CaSRneask found in breast cancer
has a switch in the coupling of Ga proteins. Therefore, in this work we decided to characterize the
effect of the CaSRNG639K mutation, in the first intracellular in the signaling pathway of GBy-PI3K-AKT-
mTOR, since the alteration of the pathway could affect the secretion of the factors chemotactic. The
results showed that the mutant CaSRnesox has a decreased capacity, compared to wild CaSR, to
promote the signaling of the GBy-PI3K-AKT-mTOR pathway in response to extracellular calcium and
the calcimimetic R-568. In addition, this was correlated with a lower effect on the secretion of
chemotactic factors, detected in conditioned media, specifically, interleukin 8 (IL-8) and monocyte
chemoattractant protein-1 (CCL2 / MCP-1), which were identified by flow cytometry. Our results
suggest that the mutant CaSRN639K located in the first as an intracellular product is an inactivating
effect in the GBy-PI3K-AKT-mTOR signaling pathway that affects the secretion of chemotactic factors,
which also suggests that the former is intracellular. participating in the context with heterotrimeric G

proteins.



INTRODUCCION
1. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

La evolucion de los organismos multicelulares ha sido altamente dependiente de la capacidad

desarrollada por sus células para comunicarse entre si y con su entorno. Las células responden a
sefiales ambientales a través de la activacion de receptores ubicados en la superficie de la membrana
plasmatica, dedicados a reconocer moléculas mensajeras intercelulares. De estos, la familia mas
grande es la de los receptores acoplados a proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés G protein—

coupled receptor). Esta familia contiene de 1000 a 2000 miembros, codificados en mas de 800 genes

dentro del genoma humano (Bockaert, Pin, 1999).

Los GPCRs se pueden activar mediante una amplia gama de ligandos extracelulares que incluyen
aminas biogénicas, neuropéptidos, aminoacidos, iones, hormonas, quimiocinas, mediadores
derivados de lipidos, péptidos de proteasas, proteinas, fotones, protones (H*) e iones como el Ca?*
extracelular. En base a la similitud de secuencia y estructural, esta familia de receptores se divide en
5 subfamilias principales, denominadas: A (Rhodopsina), B (Secretina) y C (Glutamato/Metabotropica);
aparte se encuentran los receptores Frizzled y de Adhesion (Katritch et al., 2013). La subfamilia A es
la més grande de este grupo de receptores y se subdivide en 4 grupos denominados a, 3, y y ®
(Fredriksson et al., 2003). En esta subfamilia se incluyen a los receptores para la luz (rodopsina), los
receptores adrenérgicos y para el olfato (Pierce et al., 2002). La subfamilia B comprende 25 miembros,
comunmente llamada familia de la secretina. Los miembros de esta subfamilia son el receptor de
calcitonina (CALCR), la hormona liberadora de corticotropina (CRHR), glucagén (GCGR), polipeptidico
inhibidor gastrico (GIPR), péptidos similares al glucagén (GLPR), la hormona liberadora de la hormona
de crecimiento (GHRHR), de la hormona paratiroidea (PTHR), de secretina (SCTR) y péptido
vasoactivo intestinal (VIPR). Toda esta subfamilia parece acoplarse a la proteina Gs. La subfamilia C
consiste en receptores metabotrépicos de glutamato (GRM), los receptores GABBA, el receptor sensor
de calcio (CASR) y receptores que se cree que son receptores gustativos (TAS1) esta familia se
caracteriza por una regién amino grande que se pliega en dos lobulos, formando una estructura
denominada "Venus Fly Trap" (VFT, por sus siglas en inglés) donde se une el ligando, y hace que los
l6bulos se cierren alrededor del ligando. Por otro lado, la subfamilia de los receptores Frizzled incluye
a los receptores con el mismo nombre y los receptores TAS2. Los receptores Frizzled controlan el
destino, la proliferacién y la polaridad de la célula durante el desarrollo de los metazoos mediando

sefales de glicoproteinas secretadas denominadas Wnt. Con respecto a la familia de los receptores


https://en.wikipedia.org/wiki/G_protein%E2%80%93coupled_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/G_protein%E2%80%93coupled_receptor

de adhesion esta consta de receptores con regiones transmembrana de tipo GPCR fusionadas en la
region amino con uno o varios dominios funcionales con motivos homélogos a los presentes en
proteinas de adhesion, tales como repeticiones similares al EGF, regiones similares a la mucina y

conservados motivos ricos en cisteina (Fredriksson et al., 2003).

2. ESTRUCTURA DE LOS GPCRs

Los GPCRs comparten una arquitectura comun conformada por una region amino terminal del lado
extracelular, siete segmentos hidrofébicos transmembrana (7TM) a-helicoidal (hélices [-VII)
conectados por tres asas extracelulares (ECL, por sus siglas en inglés, ECL1-3) y tres asas
intracelulares (ICL, por sus siglas en inglés, ICL1-3) y la regién carboxilo terminal intracelular. Las
proteinas G citosolicas, las arrestinas, las cinasas de los receptores acoplados a las proteinas G (GRK)
y otros efectores de sefializaciéon corriente abajo interactuan con las asas intracelulares y con el
carboxilo terminal. (Fig. 1) (Kobilka, 2006). Los GPCRs comparten la mayor homologia en los siete
segmentos transmembrana. Las estructuras mas variables son el carboxilo terminal y la tercera asa
intracelular que conecta al TM5 y TM6. Por su parte, la regidn del amino terminal, es la mas diversa
en los GPCRs, esta secuencia es relativamente corta (10-50 aminoacidos) en los receptores de
monoaminas y péptidos, y es mas grande (350-600 aminoacidos) en los receptores de hormonas
glicoproteicas y los receptores de la familia del glutamato. Las regiones amino terminales més grandes
se observan en los receptores de la familia de adhesion. Como se puede apreciar, los GPCRs son
diversos en secuencia y longitud; sin embargo, las estructuras resultantes muestran similitudes lo que
indica mecanismos similares de transduccion de sefiales (Zhang et al., 2015; Kobilka, 2006).

Para la mayoria de los GPCRs, la unién del ligando natural da como resultado un cambio en la
conformacion del receptor, lo que permite el acoplamiento de proteinas transductoras tales como
proteinas G heterotriméricas o B-arrestinas. Esto es seguido por la activacion de una cascada de

proteinas de sefializacion intracelular, que finalmente da como resultado una respuesta fisioldgica.
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Figura 1. Estructura de los GPCRs. Los GPCRs poseen una estructura de 3 partes principales: La regién amino terminal
y las asas extracelulares (ECL1-3) que tienen la capacidad de reconocer y unir ligandos para algunos receptores; el nicleo
estructural formado por siete segmentos transmembranales (TM1-7) que mediante cambios conformacionales producidos
por la unién al ligando transmiten la sefial a la parte intracelular, un carboxilo terminal y los 3 asas intracelulares (ICL1-3)
que interactdan y activan a las G heterotriméricas y otras proteinas de sefializacion. (Imagen tomada de Latorraca et al.,
2016).

3. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS G

Las proteinas G heterotriméricas transmiten directamente las sefiales de los GPCRs y estan
compuestas por las subunidades a, f y y. Las subunidades B y y estan estrechamente asociadas y
pueden considerarse como una unidad funcional.

Las proteinas Ga funcionan como interruptores moleculares por su actividad biolégica determinada
por el nucleétido de guanina unido y se agrupan en cuatro familias con base en la secuencia y las
similitudes funcionales: Gas, Gai, Gaq y Ga12. En la familia Gas (s significa estimulacion), existen
dos miembros: Gas y Gaolf (olf representa olfaccion). Las Gas se expresan en la mayoria de los tipos
celulares y la Goolf se expresa especificamente en neuronas sensoriales olfativas. La familia Gai (i
significa inhibicién) es la familia mas grande y diversa, se expresa en la mayoria de los tipos celulares
y esta compuesta por Gai1, Gai2, Gai3, Gao, Gat, Gag y Gaz. La familia Gaq consiste en Gag, Ga11,

Ga14 y Ga16 (el equivalente del ratdn es Ga15). Gaqy Ga11 se expresan de manera ubicua, mientras



que la expresion de Ga14 y Ga15/16 es mas restringida. En cuanto a la familia Ga12, existen 2
subgrupos Ga12 y la Gal13 que se expresan en la mayoria de los tejidos. Ademas de estas
subunidades Ga, las proteinas G heterotriméricas contienen subunidades GBy. En el genoma humano
existen 5 genes GB y 12 Gy. GB1, GB2, GB3 y G4 comparten una alta similitud de secuencia (entre
80 y 90%), mientras que GB5 es ~ 50% similar a otras subunidades GB. GB5 se encuentra
principalmente en el cerebro y las otras subunidades GB estan ampliamente distribuidas. Las
subunidades Gy son més diversas y comparten similitudes de secuencia que varian del 20% al 80%.
(Syrovatkina et al., 2016).

4. ACTIVACION Y SENALIZACION DE LAS PROTEINAS G HETEROTRIMERICAS
POR GPCRs

En el pasado, el modelo de receptor de "dos estados" (inactivo y activo) fue ampliamente aceptado
para explicar la funciéon del GPCR,; sin embargo, ahora se favorece un modelo "multiestado" més
complejo que implica una alta dinamica conformacional del GPCR y debido a esto existe mas de una
conformaciéon de un receptor. Por lo tanto, diferentes ligandos pueden inducir distintos estados
conformacionales de los receptores después de la activacion, iniciando varios perfiles especificos de
sefalizacion rio abajo. Varios cambios conformacionales en un solo GPCR, provocados por diferentes
agonistas promueven vias de sefializacion diferentes, a esto se denomina "agonismo sesgado" (Bar-
Shavit et al., 2016).

La via clasica de activacion de la sefalizacion del receptor acoplado a proteinas G (GPCR) contempla
que un agonista se une a regiones extracelulares y/o transmembranales del receptor conduciendo a
su interaccion con proteinas G heterotriméricas. Por lo que, el GPCR actia como un factor de
intercambio de nucledtidos de guanina, catalizando el intercambio de GDP por GTP en la subunidad
Ga, induciendo a su vez a la disociacion de las subunidades Ga y Gy entre si y del GPCR (Kobilka
etal. 2018).

Las subunidades Ga con GTP o activadas se unen posteriormente y regulan la actividad de efectores
tales como adenilato ciclasa (AC), RhoGEF y fosfolipasa Cp (PLCB). Estos a su vez modulan otros
efectores rio abajo ya sea directamente o mediante la generacion de segundos mensajeros como AMP
ciclico, diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trisfosfato (Ins (1,4,5) P3) que activan cinasas u otros
efectores, como la protein-cinasa A (PKA) y protein-cinasa C (PKC). Las subunidades By tras su

liberacion de la proteina G heterotrimérica, también pueden reclutar y regular ciertos efectores, tales



como GRKs, canales idnicos, fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), y PLCP (Fig. 2). Por otro lado, las
proteinas RGS (por sus siglas en ingles reguladores de la sefalizacion de proteinas G) poseen la
funcion de acelerar la actividad de GTPasa de las subunidades Ga'y la subsiguiente desactivacion de
las proteinas G. Por lo tanto, las RGS se consideran un regulador de la sefalizacion de la proteina G
(Ritter and Hall, 2009; Kobilka et al. 2018).

Biogenic amines Amino acidsand ions  Lipids
Noradrenaline, dopamine, Glutamate, calcium, LPA, SIP, prostaglandins, leukotrienes

5-HT, histamine, GABA )
acetylcholine Peptides and proteins
Chemokines, angiotensin, thrombin, bombesin, endothelin, bradykinin

A Others
Light, odorants, nucleotides
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Figura 2. Clasificacion y sefalizacion de las proteinas G heterotriméricas en GPCRs. Para que la activacién de los
GPCRs ocurra se necesita el reconocimiento de un ligando para promover el intercambio de GDP (estado inactivo) por
GTP (estado activo) en la subunidad Ga y con ello la disociacidn del heterotrimero Ga y GBy. Como se puede apreciar en
la figura, la sefializacién y la activacion de los efectores dependera de la subunidad Ga a la que esta acoplada el GPCR
(Dorsam and Gutkind, 2007).



5. GPCRs EN CANCER
El desarrollo de cancer implica la presencia y acumulacion de varias alteraciones genéticas en
oncogenes Yy genes supresores de tumores, que desencadenan una serie de eventos celulares entre
los que sobresalen, la resistencia a la apoptosis, el crecimiento celular descontrolado, la proliferacion,
la perdida de la senescencia celular, la migracion y secrecion de factores quimiotacticos y de
crecimiento, que promueven el microambiente tumoral y la metéstasis. Datos recientes han indicado
que muchos GPCRs y sus ligandos estan involucrados en estos eventos o procesos celulares llevando
a la malignidad. Por lo tanto, se considera que los GPCRs son uno de los objetivos terapéuticos mas
utiles para tratar el cancer y que la sefalizacion celular mediada por estos se ha convertido en una
estrategia importante para la investigacion de nuevos farmacos contra el cancer.
Un numero creciente de estudios vincula la expresion y activacion aberrante de los GPCRs y el
desarrollo de numerosos tipos de tumores malignos. Por ejemplo, varios GPCRs se sobreexpresan en
diferentes tumores y las variantes pueden conducir a un mayor riesgo de cancer. Ademas, una
activacion aberrante de GPCRs por altos niveles de ligando como LPA, S1P y quimiocinas esta
involucrada en la transformacion celular, en la proliferacion celular, la angiogénesis, la metastasis y la
resistencia a los medicamentos (Liu et al. 2016; Lappano and Maggiolini, 2012).
Se ha demostrado claramente que tanto las mutaciones activantes como las inactivantes en los genes
de los GPCRs causan enfermedades en humanos, incluida el cancer. Hasta la fecha, los estudios
clinicos combinados con estudios de expresion funcional in vitro han identificado mas de 600
mutaciones inactivantes y casi 100 mutaciones activadoras en los GPCRs, los cuales estan implicadas
en mas de 30 diferentes enfermedades en humanos. Las mutaciones en estos receptores pueden ser
missense (un aminoacido sustituido por otro) y mutaciones sin sentido (codones de paro
inapropiadamente localizados) (Liu et al. 2016).
Por otro lado, un estudio de secuenciacién de muestras tumorales revel6 alteraciones genomicas que
pueden ser la base de la progresion tumoral y podria ser un apoyo para clasificar a los pacientes con
cancer en grupos de tratamiento especificos. Este estudio destacé el potencial oncogénico de los
GPCRs y sus transductores de sefial (O'Hayre et al. 2013).
A partir de un analisis sistematico de mutaciones somaticas en genomas de cancer se encontré que
los GPCRs estan mutados en aproximadamente el 20% de todos los canceres. Los GPCRs mutados
con mayor frecuencia fueron el receptor estimulante de la hormona tiroidea (TSHR) y el receptor
sensor de calcio (CaSR, por sus siglas en inglés, Calcium Sensing Receptor). Las mutaciones también



son evidentes en metastasis de tumores tales como melanomas o tumores de pulmén, préstata,

intestino grueso y pancreatico. (Fig. 3) (O'Hayre et al. 2013).

Gene Protein identifier Total number Total number of Number of protein- Number of synonymous Protein-altering
(amino acid length) of camples unique camplez  altering mutations mutations mutations (%)

GPCRs of interest

T5HR P16473 (764) 5381 320 322 13 96.1%

CASR P41180(1078) 3615 33 39 22 72.58%

SMO Q99835 (787) 6617 52 53 8 56.9%

FSHR P23945(695) 4047 51 53 19 73.6%

LHCGR P22888 (699) 4111 44 46 9 83.6%

CCKBR P32239(447) 4097 44 44 15 74.6%
PROKRZ QBNFJ6 (354) 3615 36 37 15 T1.2%

NMUR2 Q9GZ04(415) 4046 32 32 12 72.7%

GFR149 Q865P6(731) 3615 29 30 16 65.2%

FTGFR P43088(359) 4049 25 25 6 80.6%

MASIL P35410(378) 4047 18 19 8 70.4%

F2RY2 P41231(377) 4024 19 19 6 76.0%

MAS1 PO4201(325) 4046 18 18 3 85.7%

PZRYS Q86VZ1(359) 4308 17 17 6 73.9%

BDKRB2 P30411(391) 4154 14 15 7 68.2%

VIPR1 P32241(457) 3614 7 8 5 61.5%

Figura 3. GPCRs con mayor frecuencia de mutaciones en cancer. Tabla representativa de la cantidad de mutaciones
en genes que codifican para GPCRs obtenida a partir de un analisis en la base de datos COSMIC (Catalogo de mutaciones
somaticas en cancer). Donde se presenta el porcentaje de mutaciones por cada receptor y el nimero de muestras
analizadas para el estudio. Los receptores mutados con mayor frecuencia en cancer son el receptor estimulante de la
hormona tiroidea (TSHR) y el receptor sensor de calcio (CaSR) (Tomada y modificada de O’Hayre et al. 2013).

Otra de las causas por la cual los GPCRs se involucran en la progresion del cancer es por su papel
en la transactivacion de receptores de factores de crecimiento, favoreciendo asi la activacion de
moléculas de sefializacion rio abajo relacionadas en el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la
metastasis. Ademas, se ha reportado que la transactivacion del EGFR por los GPCRs contribuye a la
progresion de los tumores de colon, pulmoén, mama, ovario, préstata, cabeza y cuello (Fig. 4). La
estimulaciéon por su agonista de diversos GPCRs como trombina, LPA, estrégeno, bombesina y
endotelina, conduce a la transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
mediante la liberacion autocrina y paracrina de ligando similares a EGF unidos a la superficie celular
y la generacion posterior de la sefializacion intracelular que promueve la progresion del cancer

(Lappano and Maggiolini, 2011).
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Figura 4. La transactivacion de EGFR inducida por GPCRs. La activacion de los receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) induce a la transactivacion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) a través de varios
mediadores, que incluyen SRC cinasas, Ca?*, protein-cinasa C (PKC) y PKA. La activacion de estas vias de sefializacion
lleva a la generacién del factor de crecimiento epidérmico unido a heparan (HB-EGF), que se produce por la escisién de
proHB-EGF por la accion de las metaloproteinasas (MMP). La liberacion del HB-EGF activa al receptor para EGF que a
su vez lleva a la activacion de la via de transduccion de la protein-cinasa activada por mitégenos (MAPK), para promover
la expresion génica y la proliferacion celular (Lappano and Maggiolini, 2011).

6. EL RECEPTOR SENSOR DE CALCIO EXTRACELULAR
El ion calcio (Ca?*) es crucial para el control de muchas funciones celulares importantes como la
proliferacion, la diferenciacion, la integridad de la membrana plasmaética, cofactor para proteinas y
moléculas de adhesion, factores de coagulacion, secrecion de enzimas y de fluidos (Tharmalingam
and Hampson, 2016). El calcio en organismos multicelulares complejos juega un papel clave tanto en
los compartimentos intracelulares como extracelulares. Por mucho tiempo se consider6 al Ca?*
principalmente como un segundo mensajero ya que modula los componentes de sefalizacion
molecular. Sin embargo, en 1993, el Dr. Edward M. Brown cloné a partir de glandulas paratiroideas
bovinas el Receptor Sensor de Calcio (CaSR) y lo identific debido a la capacidad del CaSR para
regular la secrecion de hormona paratiroidea (PTH) en respuesta a cambios en el calcio extracelular
libre (Ca2*), regulando asi la homeostasis del calcio en el organismo. El descubrimiento de este definio
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un papel adicional del Ca2* como primer mensajero. El CaSR es un GPCR que pertenece a la familia
C, comparte una gran regiéon amino terminal extracelular que sirve para detectar sus respectivos
ligandos. Se ha demostrado que el CaSR une y sefializa en respuesta a concentraciones
extracelulares de Ca2*. También puede ser activado por una variedad de otros cationes divalentes,
trivalentes y compuestos catidénicos como aminoacidos, espermina y ciertos antibiéticos. EI CaSR esta
presente en diversos tejidos no homeostaticos, por ejemplo, cerebro, piel, etc. (Brown y MacLeod,
2001; Ward etal., 2002; Kim and Wysolmerski, 2016). Ademas de su papel como un regulador principal
del metabolismo del calcio, también se ha demostrado su participacion en la regulacion de diversos
procesos, como la proliferacion celular, la diferenciacion, la apoptosis, la secrecién de hormonas, la
expresion génica y el transporte idnico en muchos odrganos diferentes (Leachetal., 2014;

Tharmalingam and Hampson, 2016).

6.1.  Estructura del CaSR

El gen del CaSR esta ubicado en el cromosoma 3q13.3-21 y tiene una region codificante de 3,234 pb
distribuida en seis exones en el locus de aproximadamente 100 kb. Este gen codifica para una
glicoproteina de 1,078 aminoacidos con un peso molecular de entre 150-160 kDa. Contiene 11 sitios
de glicosilacion en su region amino terminal extracelular, estas glicosilaciones no parecen ser crucial
para la funciéon de CaSR, sino mas bien para el plegamiento adecuado y el trafico de este receptor
(Hu and Spiegel, 2007).

El CaSR como GPCR esta conformado por 4 dominios principales: la regién amino terminal que consta
de un dominio extracelular de 612 amino&cidos (ECD) y un dominio rico en cisteina (CRD) que une el
ECD al primer dominio transmembrana, el dominio heptahélico transmembranal de 250 aminoé&cidos
(TMD) conectado por tres asas extracelulares y tres asas intracelulares y por ultimo una region
carboxilo terminal intracelular de 216 aminoéacidos (ICD) (Fig. 5) (Alfadda et al. 2014; Zhang et al.
2016).

El dominio extracelular del CaSR, se caracteriza por formar una estructura de atrapa moscas o "Venus
fly trap-like" (VFT, por sus siglas en inglés), que consiste en dos lébulos denominados Idbulo 1y 16bulo
2 del ECD. Este dominio puede sufrir cambios en la conformacién una vez que se une el ligando, el
cual tiene 2 estados, abierto (sin ligando, inactivo) o cerrado (con ligando, activo). A través del ECD,
el CaSR forma homodimeros o heterodimeros mediante interacciones no covalentes con otros GPCR
de clase C, incluidos los receptores metabotrépicos de glutamato (mGLUR) o los receptores gamma-
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aminobutirico B (GABA B). La formacion de homodimeros de CaSR se da en el VFT por sus de
cisteinas C129 y C131 que forman puentes de disulfuro (Ray, 2015; Alfadda et al. 2014; Conigrave
and Ward, 2013).

Por otro lado, se ha demostrado que el VFT tiene de tres a cinco sitios de union al calcio, aunque el
calcio representa el ligando fisiolégicamente relevante para el CaSR in vivo, una serie de cationes
divalentes, trivalentes, polivalentes (La%*, Gd3*, Be2*, Ba%*, Sr2* y Mg2*) L-aminoacidos, poliaminas
como la esperimina, polipéptidos y antibioticos pueden activar el CaSR in vitro (Magno et al., 2011;
Ferre et al. 2012). Con respecto a los moduladores alostéricos sintéticos que incluyen calcimiméticos,
como NPS-R568, Cinacalcet, Calindol y fenilalquilaminas relacionadas, y calciliticos, como NPS-2143
y el Calhex-231, estos se unen entre el dominio heptahélico transmembranal TMD vy las asas
extracelulares del CaSR (Charlton, 2009; Conigrave and Ward, 2013).

El Dominio rico en cisteinas (CDR, por sus siglas en inglés) con nueve cisteinas altamente
conservadas en una secuencia de aproximadamente 84 residuos de longitud como region adaptadora
entre el VFT y el TMD. Este dominio tiene una estructura de varilla rigida estabilizada por puentes de
disulfuro que traduce los cambios de inflexiéon dependientes de unién de ligando al VFT al dominio
TMD. Estos cambios inducen el reclutamiento y/o activacién de proteinas G heterotriméricas y otras
proteinas de unién intracelular para iniciar la sefializacion mediada por receptor (Ray, 2007; Conigrave
and Ward, 2013; Alfadda et al. 2014).

El Dominio Heptahélico transmembranal (TMD) esta compuesto por 7 segmentos transmembranales
conectado por 3 asas extracelulares y 3 asas intracelulares. Se ha reportado que en el TMD se
encuentran los sitios de unién (sitios alostéricos) para varios moduladores alostéricos (Hu and Spiegel,
2007). La importancia de las asas extracelulares se debe a que cuando ECL2 y ECL3 son modificados
con mutaciones cambian la activacion del receptor tanto de manera positiva como negativa. De igual
manera una modificacion de las asas intracelulares (ICL1, ICL2 y ICL3) presentan una reduccién en
la sefalizacién, esto debido a que estas asas intracelulares interaccionan con las proteinas G
heterotriméricas (Hendy et al., 2009).

El Dominio o regién Carboxilo terminal intracelular (ICD; por sus siglas en inglés) esta compuesta por
216 aminoacidos y forma la porcion intracelular del receptor. En este dominio intracelular se
encuentran sitios consenso para la fosforilacion por las cinasas PKC y PKA. Se ha observado que la
fosforilacién por PKC disminuye la activacién de CaSR (Hu and Spiegel, 2007). La importancia del

carboxilo terminal es debido que si se produce un truncamiento completo del carboxilo anula por
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completo la actividad del receptor, mientras que los truncamientos menores tienen diversos efectos
como la localizacién del receptor en la superficie celular, la transduccidn de sefiales después de la
estimulacién por calcio y la desensibilizacién del receptor después de la unién del ligando (Chen and
Goodman, 2004).

Venus flytrap Ca?*, orthosteric agonists,

domain (VFTD) amino acids, polypeptides,
antibiotics

Cysteine-rich
in (C
domain (CysRD) Extracellular

Heptahelical 2 2 2 g 5 5 55 Ca?", allosteric

domain (TMD) | | M | ‘ modulators

() Intracellular

Figura 5. Esquema representativo del CaSR dimérico. Se muestran los cuatros dominios del receptor, el dominio
extracelular (ECD) compuesto por el Venus Fly Trap Like (VFT) y el dominio rico en cisteinas (CRD), el dominio heptahélico
transmembranal (TMD) y el dominio intracelular (ICD). También se muestran los sitios de unién a ligando que se encuentra
en el dominio ECD y TMD (Huang et al. 2011).

6.2.  Sefializacion del CaSR

Como miembro de la familia de clase C de GPCRs, el CaSR regula la activacion de la sefalizacion de
tres grupos principales de proteinas G heterotriméricas: Gg/11, Gilo y G12/13, y en casos como en el
cancer puede activar a Gs. Esta activacion va depender del tipo celular, de la expresién de isoformas
de proteinas G heterotriméricas y enzimas tales como adenilato ciclasa y PKC, asi como proteinas
adaptadoras que controlan el ensamblaje de los andamios de sefializacion.

El CaSR estimulado y acoplado a Gg/11 conduce a la activacion de la fosfolipasa Cg (PLCg) que lleva
a la hidrolisis del fosfatidil inositol-4,5-bisfosfato para producir diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) y a un aumento en la concentracion de Ca2* intracelular, estos segundos mensajeros

promueven la activacion de la protein-cinasa C (PKC). La PKC activa la cascada de sefializacion de
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la protein-cinasa activada por mitdgeno (MAPK) que finalmente da como resultado la fosforilacién y
activacién de ERK1/2 (Hofer and Brown, 2003; Thomsen et al. 2012; Smith et al. 2016; Diaz-Soto et
al. 2016; Tennakoon et al. 2016).

La activacion de Gi/o mediada por CaSR da como resultado la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC)
que conduce a una disminucion de la conversion de ATP en cAMP y una disminucion de la actividad
de protein-cinasa A (PKA) (Hofer and Brown, 2003; Thomsen et al. 2012; Smith et al. 2016; Diaz-Soto
et al. 2016; Tennakoon et al. 2016). Por otra parte, el heterodimero Py activa a Ras que conduce a la
activacion de MAPK y fosforilacion de ERK1/2 (Smith et al. 2016).

La sefializacion de CaSR mediada por G12/13 influye principalmente en la regulacién de la forma y
migracion celular mediante la activacion de las Rho GTPasas, la modulacion de procesos implicados
en el mantenimiento de la arquitectura celular y la expresion génica a través de la activacion de Rho
cinasa y la fosforilacion del factor de respuesta sérica (SRF) (Fig. 6) (Hofer and Brown, 2003; Smith et
al. 2016).

e TT—>
==Ca .‘%

CaSR

PIP,
IP, DAG
3 ]Aj
cAMP 'PsR
PKA PKA ; \ / RhoA RhoA
(inactive) ’ (active) @:’; SR (inactive) (active)

Figura 6. Representacion generalizada de vias de sefializacion mediadas por CaSR. La sefializacion de las vias rio
abajo del CaSR son a través de tres grupos principales de proteinas G heterotriméricas, Gg/11, Gilo, y G12/13. La
activacion de Gg/11 mediada por CaSR conduce a la activaciéon de PLCB dando como resultado la produccién de IP3 que
moviliza Ca?* citosélico de las reservas intracelulares y la activacion de PKC que lleva a la activacién de la MAPK y la
posterior fosforilacién y activacion de ERK 1/2. La activacién de Gi/o mediada por el CaSR inhibe la adenilato ciclasa (AC)
lo que reduce los niveles de cAMP vy actividad de la PKA. Las subunidades B/y de Gilo activan Ras que conduce a la
activacién de MAPK y fosforilacion de ERK1/2. La activacion de G12/13 hace que Rho GEF se transloque a la membrana
plasmética donde activa al GEF. Rho GEF luego activa RhoA catalizando el intercambio de GDP por GTP (Smith et al.
2016).
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6.3.  Papel Fisiologico del CaSR

La funcion principal del CaSR es la regulacion de la homeostasis del calcio en el organismo,
manteniendo el equilibrio entre la absorcién de Ca?* en el tracto gastrointestinal, la excrecion de Ca2*
en rifiones y la liberacion de Ca2* en hueso. EI CaSR en la paratiroides detecta cambios minimos en
los niveles de calcio sérico (1.1-1.3 mM) y regula sintesis y secrecion de la hormona paratiroidea
(PTH). Cuando los niveles séricos de Ca2* son altos, el receptor se activa e inhibe sintesis y secrecion
de PTH. Sin embargo, si la concentracion sérica de Ca2* es baja, el CaSR es inactivo y la PTH se
secreta en el suero. Esto mejora la absorcion de Ca2* en intestino, la liberacién de Ca2* en hueso y
reduce la excrecion urinaria de Ca2* hasta que se restaure la concentracion sérica en el organismo. El
CaSR en rifion controla la homeostasis del calcio y fosfato, el transporte de iones, la liberacién de
renina, y mantiene la acidificacién y la concentracion urinaria. En hueso, el CaSR esta involucrado en
el metabolismo de las células 6seas, la osteogénesis y la reabsorcion durante la remodelacion 6sea.
La reduccion en la secrecion de calcitonina mediada por el CaSR en respuesta a un bajo contenido
de calcio extracelular también se considera importante para el mantenimiento de la homeostasis del
calcio. La calcitonina inhibe la resorcién dsea al tiempo que aumenta la excrecion urinaria de Ca2* (Fig.
7) (Brown, 2013; Mannstadt et al. 2017; Hendy et al., 2009).

Aunque el papel central del CaSR es la regulacién de la homeostasis del calcio, este receptor también
se expresa en tejidos no calciotropicos donde regula una multitud de procesos celulares. En el sistema
nervioso central, el CaSR participa en la regulacion del crecimiento de células neuronales. En las
terminaciones nerviosas regula las funciones sindpticas como la plasticidad y la neurotransmision. En
la epidermis regula la adhesion y la diferenciacion celular. En el pancreas media la adhesion celular,
la comunicacion de célula a célula y la secrecion de insulina. En el sistema cardiovascular regula el
tono y la presion sanguinea de los vasos sanguineos. El CaSR también se expresa a lo largo de todo
el tracto gastrointestinal, en el intestino se considera que sirve como un sensor de nutrientes. El CaSR
estimula la ATPasa-H+/K+, regulando la secrecién de gastrina de las células G del estomago. También
estimula la secrecidén de colecistocinina de células enteroendécrinas y la secrecion de proteina
morfogenética dsea. En el intestino, participa en la regulacion del transporte de fluidos y el transporte
intestinal de iones. La secrecion de bicarbonato (HCOz') en el colén se ajusta mediante el CaSR: en
entornos fisioldgicos estimula la secrecion de HCO3- dependiente de cloruro y de acidos grasos cortos,
mientras que en condiciones experimentales ocasiona pérdida de HCO3- (Diaz-Soto et al. 2016).

13



lCa®

' G-— Parathyroid

gland

v

: PTHIR
EOsreoblasr Osteoclast

—

Bone
. ( Bone resorption j (Ca?' reabsorprien) (Calcitriolj ( Ca® absorption )
H A J

Figura 7. Papel Fisiolégico del CaSR. El receptor sensor de calcio (CaSR) en condiciones de bajos niveles de calcio
extracelular promueve la secrecion de la hormona paratiroidea (PTH). La PTH actua sobre el receptor PTH1 (PTH1R) en
los rifiones y el hueso. En hueso, la activacion de PTH1R da como resultado la liberacion de citocinas que estimulan la
actividad de los osteoclastos, mejorando la resorcidn 6sea y la liberacién de calcio del esqueleto. En el rifién, la PTH
aumenta la reabsorcion tubular de calcio, la excrecion de fosfato y estimula la enzima 25-hidroxivitamina D1-a-hidroxilasa
(CYP27B1) que promueve la conversién de 25-hidroxivitamina D3 (25(0OH)D3) a calcitriol. El calcitriol actia sobre el
intestino para aumentar la absorcion de calcio en la dieta a través del receptor de vitamina D (VDR). El aumento en los
niveles de calcio y calcitriol mediado por la PTH actla sobre las glandulas paratiroides para inducir la activacion del CaSR
inhibiendo por retroalimentacion la secrecion de PTH (flecha punteada) (Mannstadt et al. 2017).

6.4. Enfermedades relacionadas con el CaSR

6.4.1. Trastornos de la homeostasis del calcio relacionados con el CaSR

Los trastornos en la regulacion del Ca?* fisioldgicos resultan de anormalidades en la estructura, nivel
de expresion y/o funcion del CaSR o de sus componentes de sefializacién rio abajo. Se han reportado
mas de 230 mutaciones diferentes de linea germinal en el gen CaSR. Estas mutaciones en el pueden
causar una pérdida de la funcién de CaSR y dar lugar a trastornos hipercalcémicos tales como la
hipercalcemia hipocalcitrica familiar (FHH1, por sus siglas en inglés), hiperparatiroidismo severo
neonatal (NSHPT, por sus siglas en inglés) e hiperparatiroidismo primario (HPTP, por sus siglas en
inglés); o conducir a una ganancia de funcién que esta asociada con trastornos hipocalcémicos tales
como hipocalcemia autosémica dominante tipo 1 (ADH1) y sindrome de Bartter tipo V (Mayr et al 2016;
Hannan et al. 2016).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 50 mutaciones sin sentido inactivantes en FHH / NSPHT y

estan agrupados en la porcidn de la regién amino terminal del dominio VFT, el dominio rico en cisteinas
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(Cys) y el dominio TM. Se han identificado pocas mutaciones inactivantes en la regién de la tercera
asa intracelular o en la region del carboxilo terminal distal, lo que concuerda con los hallazgos de los
experimentos in vitro de que la eliminacion de la mayoria de los residuos en estas regiones no afecta
la expresion y la funcion del receptor. Por otro lado, hay dos grupos caracteristicos de mutaciones
activantes asociadas a ADH en la secuencia de CaSR, uno se ubica en la region de la segunda asa
del dominio VFT y el segundo grupo de mutaciones reside en los segmentos transmembranal 5,6y 7
lo que sugiere que el movimiento de estas hélices entre si podria ser un evento crucial en activacion
de CaSR (Hu and Spiegel, 2007).

6.5. ElCaSRen cancer

En multiples tipos celulares incluidas las células epiteliales del intestino, mama y ovarios, asi como en
los queratinocitos, pequefios cambios en la concentracion extracelular de Ca2* son capaces de inducir
un cambio en el destino celular. Ya que el CaSR regula los procesos del destino celular incluida la
secrecion de hormonas, el control de la proliferacion, la diferenciacién, la apoptosis, la quimiotaxis y
la migracion. Como se sabe el cancer es una enfermedad de cambios dramaticos en estos procesos
celulares, no es sorprendente que el CaSR pueda estar involucrado en dichos cambios fenotipicos y
que contribuya a la progresion de la enfermedad neoplasica. Aunando a que el CaSR es el segundo
GPCR mas mutado en cancer de acuerdo con un analisis bioinformatico en la base de datos COSMIC
(O’Hayre et al. 2013). Sin embargo, el CaSR puede funcionar como un oncogén o un gen supresor
tumoral dependiendo del origen y sitio del cancer, ya que se ha informado que puede prevenir el cancer
en algunos tejidos mientras lo promueve en otros (Fig. 8) (Tennakoon et al. 2016).

Un ejemplo del comportamiento como gen supresor de tumores es en la glandula paratiroides, el tejido
mas importante con respecto a la homeostasis de Ca?* extracelular, la activacion del CaSR previene
la proliferacion celular e induce la diferenciacion terminal de las células. En consecuencia, la pérdida
del CaSR es una caracteristica observada en tumores paratiroideos. Otro ejemplo es en el colon ya
que el epitelio de colon normal, el calcio inhibe la proliferacién e induce la diferenciacion. Después de
la identificacion del CaSR en las células intestinales se sugirié que los efectos antiproliferativos del
calcio estaban mediados, al menos en parte, por este. El CaSR se expresa en la mucosa del colon
normal, sin embargo, en adenomas tempranos y en los adenomas avanzados su expresion ya esta
disminuida y se pierde en los tumores indiferenciados de la ultima etapa. Esta podria ser la razon por
la cual, durante la carcinogénesis del colon, el calcio es ineficaz o incluso promueve el tumor (Brennan
et al. 2013; Diaz-Soto et al. 2016; Tennakoon et al. 2016).
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Por otro lado, el CaSR puede ser oncogénico, en varios tipos de cancer como el de prostata, el
testicular, el ovarico y el de mama. El CaSR parece actuar como un oncogén a menudo promoviendo
la proliferacién e inhibiendo la apoptosis. Sin embargo, los mecanismos aln no se comprenden por
completo. Se ha obtenido evidencia que en el cancer de préstata y carcinomas de células renales el
CaSR actua también de manera oncogénica. Curiosamente, en el caso de cancer de prostata, que
produce metastasis a hueso, la expresion del CaSR parece ser mayor en la metéstasis 6sea que en
el tumor primario, ademas, el Ca2* extracelular elevado promueve la proliferacion en las células
metastasicas 6seas en este tipo de cancer. Estos efectos disminuyeron después de que se depletara
el CaSR (Liao et al., 2006). En los carcinomas de células renales, solo el 30-40% de los casos se
metastatizan al hueso. Notablemente, la expresion del CaSR es mayor en los tumores renales
primarios con metastasis 6seas que en los pacientes con tumores con metastasis pulmonares o sin
metastasis. Adicionalmente, el Ca2* extracelular promueve la proliferacion celular solo en tumores de
pacientes con metastasis 0sea; concordando con la inhibicion de los efectos de la proliferacion del

Ca?* extracelular usando calciliticos del CaSR (Joeckel et al., 2014).

Sustained
Proliferation

Ayjjepowwy

Figura 8. El receptor sensor de calcio y los hallmarks del cancer. Dentro de las caracteristicas distintivas del cancer
segun lo definido por Hanahan y Weinberg. Las flechas representan el papel oncogénico (en rojo) y el papel supresor
tumoral (en verde) del CaSR (Tennakoon et al. 2016).

6.6. ElCaSR en mama
La primera documentacion de la expresion de CaSR en tejido mamario normal fue informada por
Cheng et al. (1998). Donde demostrd la expresion de ARNm vy la proteina de CaSR en células
epiteliales ductales en el seno humano. Estudios posteriores en ratones confirmaron estas

observaciones y demostraron que los niveles de ARNm de CaSR en la glandula mamaria de ratén son
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bajos durante el desarrollo ductal, aumentado a principio y en la mitad del embarazo, y durante la
lactancia hay un pico de expresién (VanHouten et al., 2004).

En ratones lactantes, el receptor se expresa principalmente en la superficie basolateral de las células
ductales y alveolares, asi como dentro del compartimento intracelular de estas mismas células
(VanHouten et al., 2004, 2007).

La funcién del CaSR en tejido mamario es la de regular la secrecién del péptido parecido a la hormona
paratiroidea (PTHrP, por sus siglas en ingles), esto para promover la salida de calcio intracelular y
suplementar la leche materna durante la lactancia, este proceso se lleva acabo de la siguiente manera:
Cuando el CaSR se activa en la mama lactante promueve el transporte de calcio trans-epitelial a la
leche mediante el aumento de la actividad de la bomba de calcio, PMCA2. Por otro lado, la activacion
del CaSR suprime la liberacion de PTHrP en la leche y en la circulacién sistémica. Sin embargo,
cuando el CaSR no esta activo por la disminucion de la concentracion de calcio, hay una secrecion
del PTHrP circulante que actua sobre los osteoblastos (Ob) para aumentar el desarrollo y la actividad
de los osteoclastos (Oc) a través de la via RANK/RANKL. Esto, a su vez, estimula la resorcion 6sea y
libera reservas de calcio esquelético. EI PTHrP también actua sobre el rifidn para estimular la
reabsorcion de calcio. De esta manera, el CaSR ayuda a mantener un suministro constante de calcio

para la produccion de leche (Kim and Wysolmerski, 2016; VanHouten and Wysolmerski, 2013).

6.7.  EICaSR en cancer de mama

La mama es un 6rgano con una funcion fisiologica de transporte vectorial de Ca2+ durante la lactancia,
lo que resulta en la generacion de leche que contiene aproximadamente 200 mg de Ca2* diariamente
en madres lactantes. Por lo tanto, no es sorprendente que el CaSR se exprese en células mamarias
sanas y malignas y que regule diversas funciones en este tejido.

El CaSR se expresa tanto en la glandula mamaria normal como en la cancerosa. La expresion en
cancer de mama se confirmé en un estudio clinico de Mihai et al., donde mostré que los niveles del
CaSR son elevados en células de cancer de mama altamente metastasicas. De los pacientes con
cancer de mama con fuerte expresion de CaSR, 13 de 15 tenian metastasis 6seas, mientras que solo
dos de 23 pacientes con una exploracion 6sea normal expresaron altos niveles de CaSR, lo que
sugiere que la CaSR puede contribuir a la metastasis preferencial de las células de cancer de mama
al hueso. Otros estudios han demostrado que las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-
MB-231 totalmente transformadas tienen niveles de CaSR mas altos que las lineas de células
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mamarias no malignas, como las células Hs578Bst y MCF-10A (Mihai et al., 2006; Huang et al., 2009;
VanHouten and Wysolmerski, 2013).

Como se menciond anteriormente, en células epiteliales mamarias normales, la activacion del CaSR
durante la lactancia inhibe la sintesis y secrecion de PTHrP. Sin embargo, en células de cancer de
mama, el CaSR estimula la secrecién de PTHrP de una manera dependiente de cAMP. Esta funcién
contradictoria es posible debido a la capacidad del CaSR para acoplarse diferencialmente a las
proteinas G, en este caso, de un acople a Gai que lleva a la supresion de los niveles de CAMP en las
células mamarias normales, por el acople a Gas que promueve a un aumento en los niveles de cAMP
en células de cancer de mama lo que lleva a la secrecion del PTHrP, este péptido induce el recambio
6seo o ostedlisis, incluida la formacion y actividad de los osteoclastos. El recambio éseo induce la
secrecion de mas Ca2* en el organismo volviendo activar al CaSR y aumentando a la ostedlisis o el
recambio 6seo. Por otro lado, también contribuye al aumento de la liberacién de los factores
quimioatrayentes tales como TGF\a, IGF-I, IGF-II y factor de crecimiento derivado de plaquetas,
promoviendo la metastasis y el aumento de la supervivencia, proliferacién y migracion celular. A este
fendmeno se le llama ciclo osteolitico vicioso (Fig. 9) (Saidak et al. 2009; Kim and Wysolmerski, 2016;
Tennakoon et al. 2016).

PTHrP Osteoblasts

PTHP—> 89

Ca?*-sensing receptor \ \ Osteoclast
recursors
Breast ‘ ﬁ

Figura 9. El circulo osteolitico vicioso en el cancer de mama metastasico en el hueso. Los factores liberados durante
la ostedlisis o recambio 6seo, como el Ca?* actlian sobre las células malignas en el microambiente tumoral, promoviendo
la liberacion de agentes que estimulan la degradacion dsea, la liberacion de Ca2* adicional y la secrecion de otros factores
que estimulan la secreciéon de PTHrP. Esto resulta en un circulo vicioso. Por el contrario, la estimulacién del CaSR en
células de mama normales conduce a la inhibicion de la secrecion del PTHrP (Saidak et al. 2009).

E
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Hasta el momento se ha descrito la contribucion del CaSR en la secrecion de la PTHrP, sin embargo,
este receptor posee la capacidad de promover la secrecion de factores quimiotacticos y angiogenicos.
En nuestro laboratorio recientemente se demostré que el CaSR tiene la capacidad de inducir la
secrecion de factores angiogénicos y quimiotacticos como GM-CSF, EGF, MDC/CCL22, FGF-4 e
IGFBP2 en lineas celulares de cancer metastasico y que esta secrecion se encuentra regulada por la
via GRy-PI3K-AKT-mTOR vy la via de las MAPK, asi como por la transactivacion de la via de
sefializacion del EGFR (Hernandez-Bedolla et al. 2015). Por otro lado, Saidak et al. en 2009 reportaron
que cuando el calcio extracelular activa al CaSR induce migracion en células de cancer de mama, este
evento celular posteriormente fue caracterizado en nuestro laboratorio y al parecer esta migracion
inducida por el CaSR es regulada por la via de GBy-PI3K-AKT-mTOR (Datos aun no publicados).

Como ya se habia mencionado anteriormente que el CaSR es uno de los GPCRs més mutados en el
cancer, para el caso del cancer de mama se han encontrado 19 mutaciones missense o mutaciones
contrasentido (de acuerdo a la base de datos
COSMIC,https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis?all_data=&coords=AA%3AAA&dr=&end=
1079&gd=8&id=56913&In=CASR&seqlen=1079&sn=breast&start=1#ts) encontradas en muestras de
pacientes, estas mutaciones se caracterizan en un cambio de una sola base dentro de un codon,
produciendo un cambio de aminodcido, alterando la secuencia proteica en el CaSR. Sin embargo,
estas mutaciones pueden ser conservativas, en donde el aminoacido cambiado por la mutacién posee
la misma naturaleza quimica al aminoacido sustituido, o bien, también puede ser no conservativo en
el que el aminoacido posee una naturaleza quimica diferente al original aumentando la posibilidad de

alterar la funcion de la proteina (Fig. 10).
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Colour Mutation type Number of
samples (%)

- Nonsense substitution 0 (0.00%b)
Missense substitution 19 (95.009%)

- Synonymeous substitution 1 (5.00%)
Inframe insertion 0 (0.00%5)

- Frameshift insertion 0 (0.00%)

- Inframe deletion 0 (0.00%)
Frameshift deletion 0 (0.00%)

- Complex mutation 0 (0.00%)

I other 0 (0.00%)
Total unigue samples 20

Figura 10. Mutaciones del CaSR presentes en cancer de mama. En la base de datos COSMIC se encuentran
registradas hasta el momento 20 mutaciones en el gen de CaSR en cancer de mama de muestras de pacientes con esta
patologia.

En el laboratorio se interesé por determinar el efecto de mutaciones en el gen del CaSR encontradas
en pacientes con cancer de mama, por lo que se escogieron 4 mutaciones que se encuentran
distribuidas tanto en la primera asa intracelular, como en el dominio transmembrana y en la region del
carboxilo terminal, debido a que estos dominios estan relacionados con la interaccion de las proteinas
G heterotriméricas que desencadenan la sefializacion rio abajo por la accién del CaSR. Por lo que se
generaron las mutantes CaSRne3ok, CaSRr732a, CaSRrsssa Y CaSRvsgs por mutagénesis dirigida, se
expresaron estas mutaciones y se compararon las vias de sefializacion que activan con respecto al
receptor silvestre CaSRsivestre (Hidalgo Moyle, 2014). También se caracterizd posteriormente la
activacién de las GTPasas Rac y Cdc42 por accién de estas mutantes y se compararon con el CaSR
silvestre (Ordufia Castillo, 2016).

20



JUSTIFICACION

El CaSR participa en diferentes procesos celulares como la homeostasis del Ca2*, proliferacion,

supervivencia, diferenciacion, secrecion de factores y migracion celular por lo que es importante
conocer los mecanismos moleculares involucrados ya que estos procesos se encuentran alterados o
no regulados en padecimientos como en el cancer. Por otro lado, alteraciones genéticas en el CaSR
también se han asociado a la progresion de este padecimiento. Por un andlisis bioinformatico en la
base de datos COSMIC (catalogue of somatic mutations in cancer) encontramos la existencia de 522
mutaciones en este receptor (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis?In=CASR#dist), 20 de
ellas detectadas en tejido canceroso mamario.

En el laboratorio se generaron cuatro de las veinte mutantes del CaSR, las cuales son CaSRne3ok,
CaSRr732a, CaSRressa ¥ CaSRvsoa para estudiar las vias de sefializacion por Ga. Resultados
preliminares demuestran por ensayos de activacion de la via de ERK 1/2 que la mutante CaSRne3gk
posee un switch en el acoplamiento de las proteinas Ga, ya que se acopla a Gag, Gai y Gas (Hidalgo
Moyle, 2014; Ordufia Castillo, 2016).

Debido a que la mutacion N639K se encuentra en la primera asa intracelular del receptor, que posee
el cambio de acople en las proteinas Ga y que existen pocos estudios sobre la participacion de esta
asa intracelular en la sefalizacion, creemos que la mutante CaSRne3ok también pudiera comprometer
la sefializacion con el heterodimero GBy. Ya que en el caso del receptor para tirotropina se demostrd
que aminoacidos en la primera asa intracelular coordinan la interaccién con la proteina Gag y GBy. De
manera que la mutacion N639K pudiera alterar la via de GRy-PI3K-AKT-mTOR, promoviendo una
activacién de manera diferencial de esta via comparada con el CaSR silvestre, que lleve a una
alteracion en los efectos funcionales como la secrecion de factores quimiotacticos. Por lo que en este

trabajo decidimos estudiar la via de sefalizacion de GRy-PI3K-AKT-mTOR en la mutante CaSRng3ok.
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HIPOTESIS

La mutacién N639K en el CaSR encontrada en cancer de mama posee una alteracion en la via de

sefalizacion GPy-PI3K-AKT-mTOR afectando la secrecion de citocinas y quimiocinas.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la via de sefializacién GRy-PI3K-AKT-mTOR de la mutante CaSRng3ok identificada en

muestras de cancer mama y compararla con el CaSRsinestre.

OBJETIVOS PARTICULARES

 Estudiar los efectores de la via de sefializacion GBy-PI3K-AKT-mTOR activada por la mutante
CaSRne3ok y el CaSRsivestre.

» Determinar el efecto funcional en la secrecion promovida por la mutante CaSRne3gk
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METODOLOGIA

Para poder abordar los objetivos particulares se disefio la siguiente metodologia experimental, que se

representa a continuacion en un diagrama.

Subclonacién de la mutante al vector
pCEP4 que contiene el gen de
resistencia a la higromicina

Generacion de clona
estable CaSRyg;0¢

Caracterizacion de la via de

sefializacion GBy-PI3K-AKT- Andlisis de la secrecion de

mTOR. factores
]
1 1
Analisis del efecto Determinacion de citocinas y
quimioatrayente de los quimiocinas por citometria de
medios condicionados flujo utilizando el kit
obtenidos del CaSR mutante y Cytometric Bead Array (CBA)

el CaSR silvestre utilizando
células PAE en camara de
boyden

Transfeccion estable de la mutante CaSRne3ok en células HEK-293
En nuestro laboratorio se tiene el plasmido de la mutante CaSRnesok dentro del vector pCEP4, este
vector estd indicado para realizar transfecciones estables y posee un gen de seleccién que es de
resistencia a higromicina, por lo que se prosiguio a realizar la transfeccion estable en células HEK-
293, esta linea celular de rifidn de embrién humano se utiliza en el estudio del CaSR ya que de manera
enddgena estas células no expresan las formas maduras del receptor lo que nos permite realizar
estudios con el CaSR transfectado. La transfeccion estable fue realizada con Lipofectamina 18324-
020 (/nvitrogen), este es un liposoma catiénico que forma complejos con moléculas de &cido nucleico
cargadas negativamente para permitirles superar la repulsion electrostatica de la membrana celular.
1. Veinticuatro horas antes de la transfeccion, se sembr6 en una caja de 60 mm células HEK-
293. Las células deben estar al 40-60% de confluencia.
2. Lamezcla de transfeccion se prepard: mezclando la solucién Ay B.
A) Para la solucién A, 2 ug de DNA se diluyeron en 100 pl de Opti-Mem 1 (Invitrogen) y se
mezcl6 cuidadosamente en un tubo de propileno de 1.5 ml. Por otro lado, el Reagent Plus
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(Invitrogen) se Homogenizd antes de usar y se le agreg6 8 pl al tubo con el DNA, se
mezcld e incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente (dentro de la campana).

B) Para la solucién B, en otro tubo nuevo de propileno de 1.5 ml se diluyd 12 pl de
Lipofectamina (/nvitrogen) en 100 ul de Opti-Mem 1.

3. Pasado el tiempo de incubacion del tubo A, se mezclaron los tubos A y B cuidadosamente y
se incubaron a temperatura ambiente durante otros 15 minutos mas (dentro de campana).

4. Las células se lavaron con 2 ml de PBS y después con 2 ml de Opti-Mem.

5. Posteriormente se le agregaron 1.8 ml de Opti-Mem 1 al tubo con el Mix de transfeccion y se
agregd cuidadosamente por goteo a las cajas de 60 mm con células HEK-293. Las cajas se
incubaron durante 24 horas a 37°C en 5% COo.

6. Pasadas las 24 horas las células se recuperaron agregando 2 ml de medio de cultivo DMEM
(Gibco) con SFB al 10% y antibioticos (Penicilina, sulfato de estreptomicina y anfotericina B,
Gibco-15240-062) (sin aspirar el medio de transfeccidn) y se incubaron 16 horas adicionales
a 37°Cen 5% CO.

7. Después de las 16 horas se preparar6 el medio de seleccién: DMEM + SFB + Antibi6ticos +
200 pg/ml de Higromicina (2 ml para 500ml) (Invitrogen). A una caja de 100 mm marcada
como POOL se le agregaron 7 ml del medio de seleccion.

8. Lacajade 60 mm con las células transfectadas se tripsinizo, para esto primero se lavaron con
2 ml de PBS (una vez), se aspird el PBS y se le agregé 0.5 ml de tripsina-EDTA, la caja se
incubod de 1-2 minutos a 37°C. Para neutralizar la tripsina se le agregd 4 ml de medio de
seleccion.

9. Posteriormente, a la caja marcada como POOL se le agregd un indculo de 4.5 ml de la
suspension de células. A esta caja se le cambid el medio de seleccion cada 24 horas hasta
que llego a confluencia. Posteriormente las células se tripsinizaron y se dividieron en 2 cajas
de 100 mm, una para realizar experimentos y expandir para congelar células y la otra para

congelar células para tener un banco de respaldo.

Expresion de hCaSR silvestre (CaSRsivestre) y 1a mutante CaSRns39k en células HEK-293.
Después de realizar la transfeccidn estable en las células HEK-293 con el cDNA que codifica para el
CaSRne3ok Se tuvo que evaluar la expresion para determinar si la transfeccion fue exitosa y compararla

con la del CaSRsiveste. En el laboratorio se tiene una linea celular de HEK-293 que expresa
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establemente el CaSRivestre llamada Clona 7, la cual se utilizd para compararla con la mutante. Por

otra parte, ademas de comprobar la expresién del CaSR, analizamos si su expresion no se altera al

estimular al receptor, por lo que consideramos condiciones de estimulo con el medio MIX (que contiene
375 ml de medio DMEM sin CaCl2y 125 ml de medio DMEM sin bicarbonato de calcio). Este medio

MIX contiene 0.45 mM de CaCl, para después ajustarse agregando CaCl, para alcanzar una

concentracion final de estimulo de 1.5 mM mas el calcimimético R-568.

1.

Se sembraron células de las clonas estables del CaSRsiveste ¥ la clona CaSRnessk €n cajas
de 60 mm, se ayunaron durante 16 horas en medio bajo calcio (este medio se prepara
agregando CaClz al medio DMEM sin calcio) a 37°C.

Después transcurridas las 16 horas de ayuno, el medio bajo calcio de las cajas se aspir6 por
vacio y se lavaron con PBS 1X. Se colocé el estimulo de 1.5 mM en medio MIX mas 1 uM del
calcimimético R-568. Las cajas se incubaron durante 5 minutos en atmosfera de CO2 al 5% a
37°C.

Antes de lisar las células primero se preparo el Buffer de lisis B 1X, al cual se le agregd
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Aprotinina [1 ul/ml]; Leupeptina [1 pl/ml]; Ortovanadato
de sodio [1 pl/ml]; Fluoruro de sodio [1 ul/ml]; B-glicerol fosfato [10 pl/ml] y PMSF [10 pl/ml])
y se conservo en hielo hasta su uso.

Después del estimulo las cajas se colocaron sobre una cama de hielo (4°C) e inmediatamente
se les retird el medio, se lavaron con PBS 1X, seguido se agregd 350 ul del buffer de lisis B
1X con los inhibidores y se incubaron durante 10 minutos sobre el hielo.

Al pasar los 10 minutos de incubacion, se indujo la lisis celular de manera mecanica con el
uso de gendarmes, se recuperd el lisado en un tubo de 1.5 ml'y se volvié a inducir la lisis
pasando el lisado 10 veces por una jeringa de 1 ml con aguja de 0.7 mm de diametro.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 16,100 x g a 4°C durante 10 minutos. El
sobrenadante del lisado se transfirié a otro tubo de 1.5 ml'y se deseché el pellet celular.

Las proteinas en el lisado se cuantificaron por el método de Lowry con el kit Bio-Rad DC
protein Assay.

De acuerdo a la cuantificacion, se prepararon los lisados con buffer de muestras 4X ajustando

los volumenes para obtener una concentracién final de 1 pg/ul.

Posteriormente las muestras se sometieron a la técnica de Western blot, para la identificacion del

CaSR.
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10.

1.

12.

13.

14.

Para analizar la expresion del CaSR las muestras no se hirvieron y se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 8%, colocando ademéas un marcador de peso molecular.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por via himeda en una
camara de transferencia durante 2 horas y media a 320 mA.

La membrana se lavé 3 veces con TBS-Tween 1X y se bloqued con leche al 5% en TBS-
Tween 1X durante 1 hora en agitacion rocking a temperatura ambiente.

La membrana se volvio a lavar 3 veces con TBS-Tween 1X 'y se incubd en agitacion rocking
a 4°C toda la noche con el anticuerpo primario ADD, la cual reconoce la forma madura del
CaSR (1:30,000 en TBS-Tween 1X).

Transcurrido el tiempo la membrana se lavé 3 veces en TBS-Tween 1X y se incubo el
anticuerpo secundario a-raton (1:30,000 en leche al 5%) durante una hora en agitacion rocking
a temperatura ambiente, después de la incubacién del anticuerpo secundario la membrana se
lavé con TBS-Tween 1X.

El sustrato que se usd para revelar fue Millipore se prepard diluyendo el luminol y la
peroxidasa, las membranas se bafiaron durante un minuto con esta mezcla. La membrana se
reveld en placas fotograficas y los datos obtenidos se analizaron por densitometria en el

programa ImageJ.

Curso temporal de la activacion de la via de sefalizacion GBy-PI3K-AKT-mTOR por el

CaSRsilvestre y €l CaSRns39k.

El objetivo de este experimento fue determinar cual es la cinética de tiempo en la activacion de los

efectores de la via Ggy-PI3K-AKT-mTOR, como AKT y S6, para establecer el comportamiento de

activacién de la via y seleccionar el tiempo adecuado de mayor activacién para utilizarlo en futuros

experimentos. Los estimulos empleados fueron calcio a 1.5 mM mas 1 uM del calcimimético R-568 a

diferentes tiempos (3, 5, 10 y 30 minutos) méas un control negativo sin estimulo por cada clona estable:

clona 7 y CaSRne3sk. Se obtuvieron los lisados totales y la activacion de la via se analiz6 por Western

blot. Para lograr esto, se llevd acabo lo siguiente:

1.

Células de cada clona (clona 7 y CaSRnessk) Se sembraron en 5 cajas de 60 mm, después de
24 horas, las células se lavaron con PBS 1Xy se ayunaron durante 16 horas en atmosfera de
COz al 5% a 37°C con medio bajo calcio (0.25 mM de calcio) sin suero.

Después transcurridas las 16 horas de ayuno, el medio bajo calcio de las cajas se aspird por

vacio y se lavaron con PBS 1X. Se colocé el estimulo de 1.5 mM en medio MIX més 1 uM del
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calcimimético R-568. Las cajas se incubaron durante los tiempos indicados en atmosfera de
COz2al 5% a 37°C.

. Transcurrido los tiempos de estimulo, las cajas se colocaron a 4°C en cama de hielo, y se

aspiro el medio por vacio. Las cajas se lavaron con PBS 1X, se aspir6 el lavado y las células
se lisaron con buffer de lisis B (que contiene inhibidores de proteasas y fosfatasas) con ayuda
de un gendarme.

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 16,100 x g a 4°C durante 10 minutos, el
sobrenadante del lisado se transfirié a otro tubo de 1.5 ml'y se desechd la pastilla celular.

El lisado celular se cuantifico por el método de Lowry con el kit Bio-Rad DC protein Assay.
De acuerdo a la concentracion de proteina, los lisados celulares se prepararon con buffer de

muestra 4X ajustando los volumenes para obtener una concentracion final de 1 pg/ul.

Posteriormente, las proteinas se analizaron por Western blot, para identificar la activacion de los

efectores de la via como AKT y S6 usando los anticuerpos primarios y secundario a las diluciones

indicadas en la siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Diluciones empleadas de anticuerpos primarios para AKT y S6 y secundarios

PROTEINA ANTICUERPO PRIMARIO ANTICUERPO SECUNDARIO
p-AKT S476 1: 5,000 1: 7,500 (0-conejo)

1:5,000 1:10,000 (a-raton)

1: 30,000 1: 20,000 (a-conejo)

1: 5,000 1: 15,000 (o-ratén)

Efecto de los Inhibidores (NPS-2143 y Calhex) del CaSR en la sefalizacion sobre la

activacion de p-AKT y p-S6.

Al determinar la cinética de activacion de los efectores de la via de GBy-PI3K-AKT-mTOR y determinar

el tiempo de activacion adecuado, se decidié determinar si esta activacion depende de la estimulacion

del receptor por lo que se utilizaron calciliticos NPS-2143 y Calhex tanto para el receptor silvestre
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como para el receptor mutante, por lo que se consideraron 4 condiciones por cada receptor (no

estimulado, estimulo, inhibicion con NPS-2143 o con Calhex) (Tabla 2).

Tabla 2. Condiciones experimentales para la inhibicion del CaSR

CaSRSilvestre (Clona 7) CaSRN639K

No estimulo (Medio bajo calcio) No estimulo (Medio bajo calcio)

Estimulo (1.5 mM de calcio + 1 uyM R-568) Estimulo (1.5 mM de calcio + 1 yM R-568)
durante 10 minutos durante 10 minutos

NPS-2143 5 uM + estimulo (1.5 mM de calcio + NPS-2143 5 uM + estimulo (1.5 mM de calcio +
1 UM R-568) durante 10 minutos 1 UM R-568) durante 10 minutos

Clahex 10 uM + estimulo (1.5 mM de calcio + 1 Clahex 10 uM + estimulo (1.5 mM de calcio + 1
MM R-568) durante 10 minutos MM R-568) durante 10 minutos

1.

2.

Se sembraron 4 cajas de 60 mm con células de cada clona (clona 7 y CaSRne3sk), después
de 24 horas, las células se lavaron con PBS 1X 'y se ayunaron durante 16 horas en atmosfera
de CO; al 5% a 37°C con medio bajo calcio (0.25 mM de calcio) sin suero.

A las 15 horas de ayuno, se les dio pretratamiento a las cajas indicadas con los inhibidores
(NPS-2143 5 uM y Calhex 10 uM) durante 1 hora.

Después transcurridas las 16 horas de ayuno, los medios bajo calcio de las cajas se aspiraron
por vacio y se lavaron con PBS 1X. Posteriormente se le coloco el estimulo de 1.5 mM de
calcio en medio MIX con el 1 uM del calcimimético R-568 mas los inhibidores del CaSR (NPS-
2143 o Calhex), durante 10 minutos. Las cajas se incubaron en atmosfera de CO2 al 5% a
37°C.

Transcurrido el tiempo de estimulo, se obtuvieron los lisados celulares, se cuantificaron las
proteinas y las muestras se prepararon con buffer de muestra 4X, las muestras se corrieron
en SDS/PAGE vy se analiz6 la activacion de los efectores de la via, AKT y S6 por la técnica de
Western blot usando los anticuerpos primarios y secundario a las diluciones indicadas en la
Tabla 1.
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Inhibicion de la via GBy-PI3K-AKT-mTOR
Al determinar que la via Gg,-PI3K-AKT-mTOR es activada por el receptor silvestre y la mutante, lo
siguiente fue la inhibicién de la via activada por los dos receptores. Para analizar esto se usaron

inhibidores para proteinas de sefalizacion rio debajo de GRy (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de uso de inhibidores de la via GRy-PI3K-AKT-mTOR

Inhibidor Molécula de [ ] de uso Tiempo de
sefializacion pretratamiento
Wortmanina PI3K 300 nM 1 hora

Rapamicina mTOR 40 ng/ml 1 hora

1. Se sembraron 6 cajas de 60 mm con células de cada clona (clona 7 y CaSRne3gk) después de
24 horas, las células se lavaron con PBS 1Xy se ayunaron durante 16 horas en atmosfera de
CO2 al 5% a 37°C en medio bajo calcio (0.25 mM de calcio) sin suero.

2. Alas 15 horas de ayuno, a las cajas indicadas se les dio pretratamiento con los inhibidores
(Wortmanina y Rapamicina) en medio bajo calcio como indica la Tabla 3.

3. Transcurridas las 16 horas de ayuno, el medio bajo calcio de las cajas se aspird por vacio y
se lavaron con PBS 1X. Se les colocé durante 10 minutos el estimulo de 1.5 mM de calcio en
medio MIX con 1 uM del calcimimético R-568 mas los inhibidores de la via. Durante el
estimulo, las cajas se incubaron a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%.

4. Transcurrido el tiempo de estimulo, se obtuvieron los lisados celulares, se cuantificaron las
proteinas y se prepararon las muestras con buffer de muestras 4X, las muestras se corrieron
en SDS/PAGE y se analiz6 la activacion de los efectores de la via, AKT y S6 por la técnica de
Western blot usando los anticuerpos primarios y secundario a las diluciones indicadas en la
Tabla 1.

Analisis de la secrecion de factores quimiotacticos por estimulo de la mutante CaSRne30k
y CaSRsilvestre

Después de caracterizar la via de sefializacion en la clona CaSRne3ox y compararla con la del receptor
silvestre, nosotros nos preguntamos qué efecto tendria la mutante CaSRne3ek en los procesos de
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secrecion, por lo que decidimos primero obtener medios condicionados para emplear una curva
dosis/tiempo y determinar a qué concentracién de calcio y a qué tiempo es el mas adecuado para
promover la secrecion de factores quimiotacticos. Los medios condicionados se probaron en ensayos
de migracion en cdmara de Boyden utilizando células endoteliales de aorta de porcino (PAE, por sus
siglas en inglés, Porcine Aortic Endothelial cells). Las condiciones establecidas para este ensayo se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones de estimulos para la curva dosis/tiempo

Células [ ] de estimulo Tiempo

CaSRisivestre (Clona 7) 1,1,5y2 mMde Ca2t +1 uyM 3y 6 horas
R-568

CaSRwe39k 1,1,5y2mMde Cazt +1 yM 3y 6 horas
R-568

Obtencién de medios condicionados de las células con el CaSRsivestre y €] CaSRns39k

1. Las células se ayunaron en medio bajo calcio y después se estimularon con las condiciones
que se encuentra en la Tabla 4.

2. Al terminar los tiempos de estimulacion, las cajas se colocaron sobre una cama de hielo y los
medios condicionados se recuperaron en tubos de 1.5 ml.

3. Se centrifugaron a 16,100 x g a 4°C durante 10 minutos, el sobrenadante se recupero y se
pasaron a tubos adecuados para dializar.

4. Para la didlisis se utilizé un trozo de membrana para dialisis (SnakeSkin® Thermo Scientific 3
kD) de 1 cm? aproximadamente y se coloco sobre la boca del tubo de 1.5 ml, sellando el tubo
con la tapa del tubo agujereada.

5. Ladidlisis se realiz6 a 4°C durante 16 horas en agitacion, después los tubos se centrifugaron
durante 10 minutos a 16,100 x g a 4°C y los medios dializados se almacenaron en -70°C

hasta su uso.
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Migracion de células PAE en camara de Boyden por estimulos con los medios

condicionados

1.

10.

1.

Para los ensayos de migracion se usaron células endoteliales PAE. Dos cajas de 100 mm con
celulas fueron ayunadas durante 16 horas en medio bajo calcio, lavadas con PBS 1X'y
tripsinizadas.

La suspension celular se depositd en un tubo Falcon y se centrifugé a 852 x g durante 5
minutos.

El sobrenadante se aspir6 y el pellet celular se resuspendié con medio bajo calcio.

El numero de células/ml se obtuvo mediante conteo de una dilucion 1:10 de células en cdmara
de Neubauer, para después realizar alicuotas de 1,000,000 de células/ml y almacenar a 37°C
en una atmosfera de CO- al 5%.

La camara de Boyden se montd colocando en la parte inferior medios condicionados
dializados, HGF 10 ng/ml como control positivo y medio bajo calcio como control negativo,
teniendo cuidado de formar el menisco convexo cuando el pozo este lleno.

Una vez depositados los estimulos y controles, se colocd en un solo movimiento una
membrana de policarbonato de 8 uM recubierta con gelatina al 2%, procurando que tenga
contacto directo con los estimulos.

Después se colocd la parte superior de la cdmara empujando firmemente hacia abajo y en los
pozos superiores se afiadid 100 ul de la suspension celular de las alicuotas que contenian
1,000,000 de células/ml (100, 000 células), la camara se incubd durante 6 horas a 37°C en
una atmosfera de CO- al 5%.

Después de 6 horas de incubacion la cdmara se desmonto y el filtro se tomd con pinzas e
inmediatamente la membrana sumergi6 en metanol al 100% durante 5 minutos.
Posteriormente, se tifidé durante 10 minutos con cristal violeta al 0.1% y se lavé el exceso de
colorante con PBS 1X.

La membrana tefiida se coloc6 sobre un portaobjeto y las células que no lograron migrar se
limpiaron con un algoddn, después se colocd otro portaobjetos de tal manera que la
membrana quede entre los dos portaobjetos.

, La membrana se escaneo para su andlisis densitométrico con los programas ImageJ y

Prism®.
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Determinacion de la identidad de los factores quimiotacticos secretados en respuesta a
la estimulacion de la mutante CaSRsiivestre y €l CaSRNe39k.

Para determinar qué factores se secretan en nuestro sistema (HEK-293) y si esta secrecidn de factores
es dependiente de la estimulacion del CaSR y no de otro factor celular, decidimos emplear 3
condiciones: una no estimulada, una estimulada y una condicién de estimulo mas un inhibidor del
CaSR durante 3 horas (Tabla 4), para después recuperar los medios condicionados y determinar los
factores quimiotacticos mediante citometria de flujo empleando un kit llamado Cytometric Bead Array
(CBA) de BD Biosciences que utiliza perlas que tienen adosadas anticuerpos especificos para
citocinas pro-inflamatorias o quimiocinas los cuales van a capturar a las citocinas y quimiocinas, por
otro lado este complejo sera reconocido por anticuerpos con ficoeritrina (PE) los cuales emitiran una
sefial cuando son excitados por el laser del citometro. Esta técnica tiene la capacidad de detectar y
cuantificar las siguientes interleucinas inflamatorias: interleucina-8 (IL-8), interleucina-1f (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), factor de necrosis tumoral (TNF) e interleucina-12p70 (IL-
12p70).

Tabla 4. Condiciones de estimulo para la obtencion de medios condicionados y para la
determinacion de factores quimitacticos

CaSResilvestre (Clona 7) CaSRne3sk
No estimulo (Medio bajo calcio) No estimulo (Medio bajo calcio)

Estimulo (1.5 mM de calcio + R-568) durante 3  Estimulo (1.5 mM de calcio + R-568) durante 3
horas horas

NPS-2143 5 M + estimulo (1.5 mM + 1 uM R-  NPS-2143 5 uM + estimulo (1.5 mM + 1 uM R-
568) durante 3 horas 568) durante 3 horas

Después de estimular y obtener los medios condicionados, estos se centrifugaron y se almacenaron
a -70°C (sin dializar). Para determinar las citocinas, primero se tiene que correr una curva patrén para
obtener la ecuacion de la recta y determinar la concentracion de los factores secretados.
1. El kit de citocinas inflamatorias contiene un estandar de perlas liofilizadas de citocinas que
tiene una concentracion de 5000 pg/ml, por lo que las perlas se tienen que reconstituir con 2
ml de diluyente y dejar 15 min a temperatura ambiente para que se hidraten.
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2. Después de que el estandar de citocinas inflamatorias se reconstituyd, se hacen diluciones
seriadas, los tubos se etiquetan para cada una de las diluciones de la curva y se les deposita
300 pl de diluyente.

3. Se tomaron 300 ul del top standard (tubo con la concentracién mas alta, 5000 pg/ml) y se
depositaron al tubo etiquetado 1:2. Se resuspendié 10 veces con la pipeta; después se
pasaron 300 ul al siguiente de la misma manera, al tubo 1:4 hasta llegar al ultimo tubo 1:256.

Los 300 pl finales deben desecharse (Fig. 11).

300pL 300l 300pL  300pL  300pL  300pL  300pL 300 plL

(AN

2.0mL

AARRN]

1:2 E 4 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Top Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution
Standa rd Tube Tube Tube Tube Tube Tube Tube Tube

Figura 11. Dilucién seriada del estandar de citocinas. Se realiza una dilucién seriada para obtener diferentes
concentraciones conocidas para los diferentes puntos de nuestra curva patron (Tomada del instructivo del kit BD Cytometric
Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines).

4. Posteriormente una vez que tenemos las diluciones del estandar de citocinas se prepara el
Bead Mix, el cual consiste en mezclar cada vial de las perlas para cada citocina, primero se
verificd el nimero de muestras que se tiene y se multiplico por 2.5 (esta es la cantidad de pl
que se tomara de cada interleucina del kit para mezclarla en el tubo “Bead Mix”).

Por ejemplo: 14 muestras de la curva + 18 muestras problema x 2.5 ul = 80 pl. Por lo tanto
80 pl se tomaron de cada citocina.

Cada botella de interleucina se mezcld con vortex durante 10 segundos y se agreg6 la
cantidad de pl de cada perla para cada citocina al tubo marcado como “Beads Mix”, en el
ejemplo fueron 80 pl. Al terminar de agregar todas las citocinas del kit, el tubo de “Beads Mix”
se mezcl6 con vortex y se agregd 15 pl de “Beads Mix” a un tubo nuevo de 1.5 ml por cada

una de las muestras o las diluciones de la curva.
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5. Aestos tubos se les agregd 200 pl de sobrenadante de cada muestra o de las diluciones de
la curva.
6. Después a cada tubo se agregd rapidamente 15 ul del reactivo de deteccion PE, golpear
levemente con el dedo cada tubo para homogeneizar el contenido e incubar los tubos durante
3 horas a temperatura ambiente.
7. Una vez transcurridas las 3 horas, a cada muestra se les agreg6 200 pl de buffer de lavado y
se homogeniz6 golpeando levemente con el dedo varias veces.
8. Los tubos se centrifugaron a 200 x g durante 5 minutos, después de centrifugar se retiré 100
I del sobrenadante y se les agreg6 250 ul del buffer de lavado, se mezcl6 el contenido de
cada tubo y al final se tomé todo el contenido para agregarlo en los tubos para el citdmetro.
Se realizd el mismo procedimiento para la determinacion de las quimiocinas con el kit de quimiocinas
humanas BD ™ Cytometric Bead Array (CBA) el cual podemos identificar y cuantificar interleucina-8
(CXCL8 / IL-8), RANTES (CCL5 / RANTES), monocina inducida por interferén-y (CXCL9 / MIG),
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (CCL2 / MCP-1), y niveles de proteina-10 inducida por

interferén (CXCL10 / IP-10) en una sola muestra.
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RESULTADOS

Una vez generada la clona estable de la mutante CaSRnessk en las células HEK-293 se analizo la

expresion del CaSR para confirmar que la transfeccion estable haya sido adecuada y se compard con
la expresion del CaSRsivestre, (Clona 7), ya que para el analisis de la caracterizacion de la via de
sefalizacion se uso6 el CaSRsivestre para comparar el efecto con la mutante CaSRns3ok.

Como se observa en la Fig. 12., la expresion de la clona estable CaSRnessk €s semejante a la
expresion del receptor silvestre. El corrimiento electroforético se realizd en condiciones reductoras y
por Western blot se observan dos bandas en los pesos de 150 y 130 kDa que fueron reconocidas por
el anticuerpo a-ADD el cual se ha reportado que reconoce el CaSR en esos pesos. La banda de 150
kDa corresponde al receptor que se encuentra en la membrana plasmatica completamente procesado
con N-glicosilaciones unidos a los residuos asparigina (N). Por otro lado, la banda de 130 kDa es un
receptor inmaduro con un gran contenido de manosa y que se encuentra en transito entre el reticulo

endoplasmico y el aparato de Golgi (Ray and Clapp, 1998).

CaSRSilvestre CaSRN639K

kDa NE ES NE ES

o-ADD

100

Figura 12. Expresion del CaSRsivestre y del CaSRnesok. Lisados obtenidos de las clonas estables del CaSRsivestre Y €l
CaSRnessk fueron separados por electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 8% en condiciones reductoras (Buffer
de muestra con B-mercaptoetanol). La deteccion del CaSRsivestre ¥ €l CaSRnessk se realizé por Western blot utilizando un
anticuerpo monoclonal a-hCaSR ADD.
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Curso temporal de la activacion de la via de sefalizacion GBy-PI3K-AKT-mTOR por el

CaSRisiivestre Y €l CaSRng3gk.

Para determinar el tiempo adecuado de activacion de la via de sefializacion GRy-PI3K-AKT-mTOR, se
realizé un curso temporal de estimulacion y se detectd por Western blot |la fosforilacion de los efectores
(p-AKT y p-S6) tanto en el receptor CaSRsivestre COMo en la mutante CaSRne3ok.

Como se muestra en la Fig. 13, desde los 3 minutos existe una activacion de AKT por estimulo de los
dos receptores y se va incrementando conforme pasan el tiempo hasta alcanzar una mayor activacion
a los 10 minutos y empieza a disminuir a los 30 minutos. Sin embargo, al hacer el analisis estadistico
se observd que hay una mayor activacion del receptor silvestre desde los 3 minutos hasta los 10
minutos cuando se compara con la mutante CaSRnessk dado que esta se encuentré disminuida la
forforilacion de AKT (Fig.13, Ay C).

Por otro lado, la activacion de S6 se detectd desde los 3 minutos y va aumentando, teniendo un
comportamiento exponencial conforme pasa el tiempo hasta llegar a su punto méaximo de activacion a
los 30 minutos. Igual que con AKT también se observé una significativa disminucion en la activacion
de S6 en la mutante CaSRne3sk, Sin embargo, a los 30 min ambos valores se igualaron (Fig. 13, By
C).
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Figura 13. Curvas de activacion de los efectores de la via de GRy-PI3K-AKT-mTOR estimulando al CaSRsitvestre y €l
CaSRwe3sk. Las células fueron estimuladas con 1.5 de Ca?* mas el calcimimético R-568 en los tiempos indicados. Los
lisados celulares obtenidos fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% para después analizarse
por Western blot utilizando anticuerpos que reconocen las formas fosforiladas y no fosoforiladas de AKT y S6. Los graficos
representan SEM, (**p< 0.001, ***p<0.005) n= 2.

Efecto de los inhibidores del CaSR (NPS-2143 y Calhex) sobre la via de sefalizacion
GRy-PI3K-AKT-mTOR

Después de determinar el tiempo adecuado de activacion de AKT y S6, y observar que existe una
diferencia en la activacion de la via entre las clonas estables, nos preguntamos si tal efecto visto es
dependiente del receptor sensor de calcio y no de otro factor ajeno a este, por lo que decidimos usar
calciliticos como el NPS-2143 y el Calhex que poseen un efecto de antagonista sobre el CaSR ya que
modula negativamente la actividad del receptor en presencia de calcio extracelular (Conigrave and
Ward, 2013).

Como se muestra en la Fig. 14, efectivamente la forsforilacién de AKT disminuyé con el NPS-2143

tanto en el CaSRsivestre COMO en la mutante CaSRne3gk, y en esta ultima como se puede observar la
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fosforilacion fue menor a la del basal. Mientras que el Calhex disminuyd la activaciéon de AKT, pero
con menor efecto si se compara con la condiciéon del NPS-2143. Por otro lado, en el receptor
CaSRsivestre S€ Observé una disminucion significativa de fosofrilacion en AKT con el NPS-2143 pero
para la mutante CaSRne3gk hubo un mayor efecto de inhibicién, también como se muestra en la gréfica
el Calhex tuvo un mejor efecto en la mutante. Lo que corroboré que la mutante exhibe una menor
activacion de AKT comparado con el receptor silvestre lo que confirma lo obtenido en el experimento

anterior (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de los calciliticos del CaSR en la fosforilacion de AKT tanto para el CaSRsiwestre cOMo para el
CaSRwe3sk. Las clonas estables (CaSRsiveste y CaSRnsssk) se estimularon con 1.5 mM de Ca?*y NPS-2143 5 uM o Calhex
10 uM durante 10 minutos. Para evaluar el efecto de los calciliticos, las células fueron pretratadas durante 1 hora. Los
lisados celulares fueron sometidos a electroforesis de geles de SDS-poliacrilamida al 10%. Posteriormente se detecto p-
AKT y AKT por Western blot. NE, corresponde al no estimulado; ES, corresponde la condicion estimulada; NPS,
corresponde la condicién con el NPS-2143; CAL, corresponde la condicidn con el Calhex. El grafico muestra un analisis
densitométrico de la fosforilacion de AKT de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.001.

En cuanto a la activacion de S6 se observé también una disminucién significativa con el calcimimético
NPS-2143 tanto para el receptor CaSRsivestre COMO para la mutante CaSRne3ex comparado con el

estimulado sin inhibidores. Notablemente, el Calhex tiene un efecto mas potente en la mutante
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CaSRnesek que en el CaSRsiveste. De igual manera que con AKT se observd el mismo patron
disminuido en la fosofrilacion de S6 en la mutante CaSRne3sok que en el receptor CaSRsinestre (Fig. 15).
Sin embargo, en el caso de Calhex la inhibicidén de p-S6 no fue menor que la basal comparada con p-
AKT.
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Figura 15. Efecto de los calciliticos del CaSR en la fosforilacion de S6 tanto para el CaSRsivestre cOMo para el
CaSRne3sk. Las clonas estables (CaSRsiveste y CaSRne3sk), e estimularon con 1.5 mM de Ca2*y NPS-2143 5 uM o Calhex
10 uM durante 10 minutos. Para evaluar el efecto de los calciliticos, las células fueron pretratadas durante 1 hora. Los
lisados celulares fueron sometidos a electroforesis de geles de SDS-poliacrilamida al 10%. Posteriormente se detect6 p-
S6 y S6 por Western blot. NE, corresponde al no estimulado; ES, corresponde la condicidn estimulada; NPS, corresponde
la condicién con el NPS-2143; CAL, corresponde la condicién con el Calhex. El gréfico muestra un analisis densitométrico
de la fosforilacion de S6 de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.001.

Los resultados de la Figura 14 y 15 nos demuestra dos cosas: la primera, que efectivamente la
fosforilacion de AKT y S6 es por la activacion del CaSR, ya que este disminuye significativamente con
los calciliticos tanto en el receptor silvestre como en la mutante, y la segunda, que se confirma que la

mutante N639K posee una activacion disminuida de la via.
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Inhibicion de la via de transduccion de sefnales GRy-PI3K-AKT-mTOR en la mutante
CaSRne3sk

Una vez que confirmamos que la fosforilacion de los efectores AKT y S6 son atribuidas a la activacion
del CaSR, ahora queriamos determinar si esta fosforilacion es por la via de sefalizacion de GPy-PI3K-
AKT-mTOR y no por otros factores independientes de la via. Por lo que usamos inhibidores que acttan
diferentes puntos de la via de sefializacion como la wortmanina, un inhibidor de la PI3K y la rapamicina
que se une e inhibe amTOR. Como se muestra en la Figura 16, el tratamiento de la mutante CaSRnezok
con los inhibidores Wortmanina y Rapamicina provocaron una disminucion significativa en la
fosforilacién, de AKT, excepto en la condicion de estimulo con Rapamicina, Por otra parte, en la
fosforilacion de S6 si hubo una disminucién en todas las condiciones. Esto nos indica que
efectivamente la activacion del CaSR promueve la activacion de la via de sefializacion de GRy-PI3K-
AKT-mTOR.
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Figura 16. Efecto en la fosforilacion de AKT y S6 con los inhibidores Wortmanina y Rapamicina. Las células con la
mutante CaSRnesok se pretrataron con los inhibidores indicados (Tabla 3) y se estimularon durante 10 minutos con Ca?",
R-568 en presencia o ausencia de los inhibidores. Los lisados celulares obtenidos fueron analizados por Western blot. NE,
corresponde al no estimulado; ES, corresponde la condicion estimulada; W-, corresponde a la condicién con la Wortmanina
sin estimulo; W+, corresponde a la condicién con Wortamanina pero con estimulo; RAP-, corresponde la condicion con la
Rapamicina sin estimulo; RAP+, corresponde a la condicion con la Rapamicina y estimulo. Las barras comprenden SEM;
**p< 0.001, ***p<0.005, ****p< 0.0001 n=3.
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Analisis de la secrecion de los factores quimiotacticos promovidos por el CaSRsiivestre ¥
la mutante CaSRne3ok ¥ su efecto en la migracion de células endoteliales de aorta de
porcino (PAE).

Como se habia mencionado anteriormente el CaSR tiene la capacidad de regular la secrecion de
diferentes factores quimiotacticos, tanto en condiciones fisioldgicas como en condiciones patoldgicas.
Para analizar los factores secretados por estimulacion del CaSR se decidié primero realizar una curva
dosis/tiempo en la clona CaSRe3ok para determinar a qué concentracién de calcio y que tiempo es el
adecuado para promover la secrecion de factores quimiotacticos, por lo que obtuvimos los medios
condicionados de la clona estables del receptor mutante CaSRnesok, las cuales se estimularon con
concentraciones crecientes de calcio de 1 a2 mM y a dos tiempos de estimulo de 3 'y 6 horas (Tabla
3), estos medios condicionados se sometieron a ensayos de migracién de células PAE en camara de
Boyden.

Como se muestra en la Figura 17, los medios condicionados recuperados de la mutante CaSRne3gk
promovieron la migracion de las células PAE con diferencia significativa a las 3 horas de estimuloy a
una concentracion de 1.5 mM de calcio, sugiriendo que esas son las condiciones ideales de estimulo
para promover una mayor secrecion de factores quimiotacticos. A las 6 horas se observd una
tendencia en la migracion de células PAE, sin embargo, no obtuvimos una diferencia significativa en

la migracion celular entre las diferentes condiciones ya mencionadas.
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Figura 17. Curva dosis/tiempo de la secrecion de factores quimiotacticos en la clona CaSRwessk. Células de la clona
CaSRnssek fueron ayunadas durante 16 horas y estimuladas con diferentes concentraciones de calcio (1-2 mM) mas el
calcimimético R-568 durante 3 y 6 horas. Los medios condicionados fueron recuperados y se procesaron para inducir la
migracion de células PAE. El grafico muestra un analisis densitométrico, de cuatro experimentos independientes. Las
barras representan SEM, *p<0.05, **p<0.001.

Después de determinar a qué concentracion de calcio y el tiempo adecuado para promover la
secrecion de factores quimiotacticos por la mutante CaSRnessk, nos preguntamos qué efecto tendria
la mutante en la secrecién de estos factores si los comparamos con la secrecion del receptor
CaSRsiveste. Por lo que obtuvimos medios condicionados de las clonas estables del receptor
CaSRsivestre Y de la mutante CaSRne3ok estimuladas durante 3 horas a concentraciones crecientes de
calcio de 1 a 2 mM mas 1 uM del R-568. Estos medios los sometimos a ensayos de migracion en
camara de Boyden utilizando células PAE
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En la Figura 18 podemos observar que los medios condicionados obtenidos de la clona del receptor
CaSRsivestre fueron capaces de inducir migracion desde una concentracion de calcio de 1 mM, pero la
concentracion de 1.5 mM nos di6 una diferencia mas significativa mientras que la concentracion de 2
mM de calcio fue capaz de inducir una migracién similar a la de 1 mM. Por otro lado, la induccién de
la migracion con los medios condicionados de la clona con la mutante CaSRne3ok fueron capaces de
inducir un patron de migracion semejante al receptor silvestre, sin embargo, se observd una
prominente disminucion en la migracion de las células PAE, esto indica que hay una menor secrecion

de factores quimiotacticos en comparacion con la clona del receptor silvestre (Fig. 18).
3_ *

Migracion relativa de células PAE

camvp NE 1 1.5 2 NE 1 1§ 2

1IpM R-568 - + o+ + - I ¥

Horas 3 3

CaSRsilvestre CaSRN639K
Figura 18. Analisis de la secrecion de factores quimiotacticos secretados en respuestas a la estimulacion de la
mutante CaSRne3sk y el CaSRsilvestre. Células de las clonas CaSRsiveste Y CaSRns3sk se ayunaron durante 16 horas y
fueron estimuladas como se indica en la Figura. Los medios condicionados se recuperaron y se procesaron para el ensayo
de migracion en camara de Boyden utilizando células PAE. NE, corresponde a la condicién no estimulada. El grafico
muestra un analisis densitométrico de cuatro experimentos independientes. *p<0.05.

Identificacion de los factores quimiotacticos secretados por las clonas estables
CaSRsilvestre (Clona 7) y la clona CaSRngaok.

En nuestro laboratorio recientemente se demostré que el CaSR tiene la capacidad de inducir la
secrecion de factores angiogénicos y quimiotacticos como GM-CSF, EGF, MDC/CCL22, FGF-4 e

IGFBP2 en lineas celulares de cancer metastasico (MDA-MB-231) (Hernandez-Bedolla et al. 2015).
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Por lo que nos preguntamos cual es la identidad de los factores que son secretados cuando se
estimula el CaSR en nuestro sistema utilizando células HEK-293.

Para esto, se obtuvieron los medios condicionados de las clonas estables con el receptor CaSRsinestre
y la mutante CaSRnesek utilizando las condiciones de estimulo de 1.5 mM de calcio mas 1 uM de R-
568 durante 3 horas, se recuperaron los medios condicionados y se determinaron los factores
quimiotacticos mediante citometria de flujo utilizando el kit llamado Cytometric Bead Array (CBA) de
BD Biosciences, el cual tiene la cualidad de que podemos detectar y cuantificar citocinas inflamatorias
y quimiocinas dependiendo del kit que utilicemos.

Con este acercamiento se detectaron a la IL-8 de las 6 citocinas del kit y a MCP-1 de las 5 quimiocinas
del kit. Por lo que decidimos graficar los resultados obtenidos para IL-8 y MCP-1. Como podemos
observar en la Fig. 19 la clona con el receptor silvestre (CaSRsivestre) promovié la secrecion de
interluicina 8 (IL-8) (Fig. 19, A) y la quimiocina MCP-1 (Fig. 19, B) cuando se estimul6 el receptor y se
disminuy6 hasta llegar al basal cuando se administré el calcilitico NPS-2143. Por otro lado, cuando
evaluamos la clona con el receptor mutante (CaSRnessk) se observd que de igual manera esta clona
fue capaz de inducir la secrecién de interleucina 8 (IL-8) y MCP-1 (Fig. 19, Ay B) y esta secrecion
también disminuy6 cuando se administré el NPS-2143 junto con el estimulo. Sin embargo, como se
puede apreciar en la Figura, la secrecion se encuentra significativamente disminuida para IL-8
(alrededor de 10 veces menos) y para MCP-1 (alrededor de 2 veces menos) en la mutante CaSRne3gk
si la comparamos con el CaSRsivestre (Fig. 19, Ay B).

Estos resultados nos indican que los receptores CaSRsiveste Y CaSRne3sk Son capaces de regular la
secrecion de IL-8 y MCP-1y que la disminucion en la secrecidn promovida por la mutante CaSRnesok
se correlaciona con la disminucion observada por parte de la mutante en la activacion de la via GBy-
PI3K-AKT-mTOR.
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Figura 19. Determinacion de la identidad de los factores quimiotacticos secretados en respuesta a la estimulacion
del CaSR. Los medios condicionados de las clonas estables (CaSRsiveste Y CaSRnsssk) Se obtuvieron y se sometieron a
ensayos de citometria de flujo con el kit llamado Cytometric Bead Array (CBA) de BD Biosciences para la deteccion y
cuantificacion de citocinas inflamatorias y quimiocinas. El grafico muestra un analisis de intensidad de fluorescencia. de
tres experimentos independientes. Las barras representan SEM, **p<0.001, ***p>0.005, ****p<0.005.
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DISCUSION

El receptor sensor de calcio (CaSR), miembro de la familia 3 (C) de receptores acoplados a proteina
G, desempefia un papel clave en la regulacion de la homeostasis de calcio extracelular. Los trastornos
en la homeostasis de Ca?* fisiologico resultan de anormalidades en estructura, nivel de expresion y/o
funcion del CaSR o de sus componentes de sefializacion rio abajo. EI CaSR es un receptor acoplado
a proteinas G con mas de 200 mutaciones que producen alteraciones en su funcién, 135 del tipo
inactivante asociadas a FHH/NSHPT y 68 de ganancia de funcion relacionadas a ADH, la mayoria de
las cuales son mutaciones puntuales con pérdida o ganancia de la funcién y se localizan a lo largo de
la estructura del receptor. Desde el punto de vista oncoldgico el CaSR se coloca como el segundo
GPCR mutado con mayor frecuencia en cancer. Ademas, se encuentra sobreexpresado en pacientes
con cancer de mama en estadios avanzados que presentan metastasis a hueso.

La mutante CaSRne3ok analizada en este trabajo fue identificada en cancer de mama y se localiza en
la primera asa intracelular del receptor. La seleccion de esta mutante se realizd considerando que en
el laboratorio se caracteriz6 su sefializacién promovida por las proteinas Ga, con esta aproximacion,
resultd que esta mutante posee el acople con las proteinas Gai, Gag y Gas, perdiendo su capacidad
de discernir entre estas, esto se determind analizando la activacién de la cinasa de ERK 1/2. A pesar
de que esta mutante tuvo diferencias en el acople a las proteinas G, no se observé una disminucion
en la activacion de la cinasa de ERK 1/2 comparada con el silvestre. Otra de las razones por las cuales
se selecciond esta mutante fue porque la participacion de alteraciones o mutaciones en la primera asa
intracelular en la sefializacion en los GPCRs ha sido poco estudiada, de hecho, se han identificado 4
mutaciones en esta asa de las cuales solo una se ha caracterizado como una mutacion inactivante
(White et al. 2009; Hu et al. 2007). Por otro lado, en el laboratorio se ha demostrado que el CaSR es
capaz de activar la via de sefializacion GBy-PI3K-AKT-mTOR (datos no publicados), debido a esto
nosotros hipotetizamos que la mutacion podria alterar los sitios consenso del reconocimiento del
heterodimero GRy por parte del receptor y modificar la sefializacion de la via PI3K-AKT-mTOR, asi
como los sitios de reconocimiento de las proteinas Ga.

El primer parametro que se analizo, fue la expresion del receptor mutante por anélisis de Western blot
donde se detectan dos bandas, una forma intracelular de alto contenido de manosa incompletamente
inmadura de aproximadamente de 130 kDa y una forma madura que se encuentra en la superficie
celular totalmente glucosilada de aproximadamente 150 kDa, cabe destacar que la glicosilacién no

parece ser crucial para la funcién de CaSR, sino mas bien para el plegamiento y el trafico adecuado
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del mismo (Ray and Clapp, 1998). Debido a que la mutante no altera alguna region crucial para la
glicosilacion, ya que esta se expresé de manera adecuada mostrando doble bandeo de 130y 150 kDa
en condiciones no reductoras y mostro una expresion semejante al receptor silvestre, sugiriendo que
la mutante CaSRne3gk Se procesa de forma normal.

El anélisis de la activacion en la via Ggy-PI3K-AKT-mTOR en un curso temporal, encontramos que la
mutante CaSRnesek activa de manera diferencial los efectores de esta via, ya que no muestra la misma
capacidad comparada con el receptor silvestre para fosforilar a AKT Y S6. Adicionalmente,
determinamos que la fosforilacién de AKT y S6 se disminuye considerablemente en presencia del
calcilitico NPS-2143; esto indica 2 cosas, que la mutacion en esta asa no afecta el sitio de interaccion
de moduladores alostéricos y que la fosforilacion de los efectores depende del estimulo del CaSR.
Nuestros resultados del analisis de secrecion mostraron una diferencia en el patron de secrecion entre
la mutante y el receptor silvestre. La mutante CaSRnessk promueve la secrecion disminuida de factores
quimiotacticos, lo que probablemente tenga una relacién con la disminucidn en la sefializacion de la
via de Ggy-PI3K-AKT-mTOR y del cambio de afinidad en las proteinas Ga que promueve la mutante.
Considerando que en el laboratorio ya se tenia el antecedente que el CaSR es capaz de regular la
secrecion de diferentes factores quimiotacticos en células MDA-MB-231 y que esta secrecion es
promovida por la via de GBy-PI3K-AKT-mTOR y de mecanismos de transactivacién de EGFR por el
CaSR (Hernandez-Bedolla et al. 2015). Por lo que, determinamos la identidad de los factores
quimiotacticos en nuestro sistema de células HEK-293 donde expresamos establemente a la mutante
CaSRne3ek, mediante el uso de un pool de perlas capaz de detectar alrededor de diez inteleucinas y
quimiocinas por citometria de flujo pudimos detectar que solo inteleucina 8 y MCP-1 fueron secretadas
tanto por el receptor silvestre como por la mutante CaSRne3gk.

Con los datos obtenidos en este trabajo, hasta el momento nos sugiere que la mutacién CaSRne3gk
promueve en el CaSR un comportamiento de perdida de la funcion sefializante del CaSR. Cabe
mencionar que un estudio realizado en el 2009 por White et al. caracterizaron una serie de mutaciones
de las cuales la mutacion R638L se encuentra en la primera asa intracelular, el cambio de una arginina
por una leucina produjo un comportamiento inactivante en este receptor (Hu et al. 2007; White et al.
2009).

Otra de las posibilidades por las que obtuvimos este efecto en la mutante pudiera ser debido a que el
cambio de aminoé&cido en la asa intracelular genere un cambio en la estructura o el ambiente quimico

que altere la interaccion del receptor con las proteinas G heterotriméricas, por ejemplo en el receptor
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para tirotropina (TSHR), en 2010, Kleinau et al. reportaron la importancia de la primera asa intracelular
para la activacion de la proteina G heterotriméricas y sus posibles interacciones con las proteinas Ga
como con Gy, en este trabajo se encontrd que aminoacidos en la asa intracelular son importante para
dar la selectividad en el acople y la activacion de las proteinas Gag pero no para Gas (Kleinau et al.
2010). Esta posibilidad confirma que nuestra mutante con una mutacion en la primera asa intracelular
posee un cambio en el acople que ya no es selectivo entre las diferentes proteinas G, esto analizado
por la via de ERK 1/2 en presencia de inhibidores de las vias de Gag, Gas y Gai (Ordufia Castillo,
2016).

Por otro lado, se sabe que los GPCR acoplados a Gai activan las vias de sefializacion de PI3K-AKT-
mTOR a través del heterodimero GRy (Vazquez-Prado et al 2016), hasta el momento no se habia
analizado el efecto de mutantes sobre la via de PI3K-AKT-mTOR por lo que, decidimos en este trabajo
estudiar esta via de sefializacidn y encontramos que el cambio de aminoacido de uno polar sin carga
(N, Asparagina) por un polar con carga como la lisina (K) en la asa intracelular disminuye la
sefalizacion por GPy. Interesantemente, en el trabajo de Kleinau demostraron ademas que
aminoacidos en esta asa intracelular de receptores que se acoplan a Gag coordinan la interaccion con
GB, asi pues, si el CaSR silvestre se acopla a Gag, en la mutacion CaSRnessk con el cambio de
aminoacido polar sin carga por uno con carga y anfipatico podria modificar la interaccién de Gag como
de GBy. Ademas, Kleinau encontré que el aminoacido R450 localizado entre |la primera asa intracelular
y el segundo pase transmembranal interacciona con el aminoacido E349 en la proteina Gag y al hacer
un analisis comparativo de aminoacidos entre las diferentes proteinas Ga, se encontrd que el
aminoé&cido E349 en Gaq corresponde al aminoécido Q390 en Gasy D350 en Gai, por lo que el cambio
de aminoacido en la mutante CaSRwe39x del CaSR pudiera ya no coordinar adecuadamente con los
aminoécidos E349 y D350 en Gagq y Gai respectivamente, y por lo tanto ya no pueda discernir entre

las proteinas Gag, Gai y Gas.

48



CONCLUSIONES

La mutante CaSRnessk encontrada en cancer de mama se expresa de manera similar al
receptor CaSRisinestre (Clona 7).

La mutante CaSRne3ok posee la capacidad de promover la activacion de efectores de la via
Ggy-PI3K-AKT-mTOR de sefializacion cuando es estimulada con calcio y R-568.

La mutante CaSRne3ok genera patrones distintos de activacion de AKT y S6 a los obtenidos
con el CaSRsivestre. La mutante posee una activacion de los efectores de la via disminuida
comparada con la silvestre

La mutante CaSRns30k promueve la secrecion de factores quimiotacticos en células HEK-293
La secrecion de factores quimiotacticos promovida por la mutante CaSRne3gk Se encuentra
disminuida comparada con el CaSRsinestre

La interleucina-8 (IL-8) y proteina quimioatrayente de monocitos-1 (CCL2/MCP-1) son los
factores quimiotacticos secretados tanto por el CaSRsivestre COMO por la mutante CaSRne3ok.
El cambio de aminoacido de una asparagina (N) por una lisina localizado en la primera asa
intracelular al parecer altera la interaccién con las proteinas G heterotriméricas, produciendo
un fenotipo inactivante en la sefializacién de la via Ggy-PI3K-AKT-mTOR 'y repercutiendo en

el efecto funcional de la secrecion regulada por el CaSR.

PRESPECTIVAS

Realizar un analisis bioinformatico para realizar modelos del receptor silvestre y del receptor
mutante N639K acoplados a las diferentes proteinas G y determinar posibles aminoécidos
localizados en la primera asa intracelular que pudieran promover las interacciones con las
proteinas G, asi como ver el efecto estructural que produce la mutacion N639K en el CaSR'y
en el acople de las diferentes proteinas G.

Caracterizar otras mutaciones localizadas en la primera asa intracelular asociadas a
diferentes patologias para determinar la importancia de esta asa con el acople y la
sefalizacion de las proteinas G heterotriméricas.
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